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RESUMEN: 
 
La respuesta defensiva de las plantas al ataque de un patógeno implica cambios en 
la transcripción de numerosos genes entre los que se encuentra Ep5C, identificado 
originalmente en tomate y que codifica una peroxidasa catiónica extracelular cuya 
expresión se induce en respuesta a la infección causada por la bacteria 
Pseudomonas syringae, probablemente como consecuencia de la producción de 
peróxido de hidrógeno. Debido al interés suscitado por dicho gen, y su expresión 
característica, se llevó a cabo un rastreo de mutantes con expresión desrregulada 
de la construcción PEp5C:GUS en el organismo modelo Arabidopsis thaliana. De 
esta manera, se obtuvo una colección de mutantes que mostraban expresión 
constitutiva del gen marcador GUS, a los que se denominó ocp (overexpressor of 
cationic peroxidase). Dichos mutantes podrían presentar lesiones en genes 
implicados en la regulación de Ep5C y por tanto en las vías de señalización que 
median la respuesta de las plantas frente al ataque de patógenos.   
 
Bajo estos antecedentes se ha llevado a cabo un estudio fenotípico y genético del 
mutante ocp1, el cual porta una alteración en el gen At3g23780 que codifica la 
proteína NRPD2. NRPD2 corresponde a la segunda subunidad mayor de las ARN 
polimerasas IV y V recientemente identificadas como específicas de plantas e 
implicadas en la vía de metilación de ADN dirigida por ARN pequeños interferentes 
(RdDM). Además, el mutante nrpd2-2 fenocopia la sobreexpresión de PEp5C 
mostrada por ocp1, así como ocp1 muestra una desmetilación en las dianas típicas 
de la RdDM (gen SUPERMAN, genes 5S y elemento AtSN1) similar a la que presenta 
nrpd2-2.  
 
Debido a la relación establecida mediante los estudios de genética directa entre la 
RdDM y la defensa vegetal, se dio paso al estudio de la implicación de la RdDM en 
la respuesta defensiva. Para ello se empleó una aproximación genética que engloba 
el uso de diversos mutantes defectivos en proteínas implicadas en el desarrollo de 
la RdDM. Esta aproximación nos ha permitido identificar un papel relevante de 
dicha vía en la defensa frente a hongos necrotrofos y potyvirus que era 
completamente desconocido hasta la fecha. Además, los datos obtenidos en 
relación a hongos necrotrofos podrían indicar ciertos defectos en la percepción del 
patógeno, o bien alteraciones en las vías de respuesta a éste, entre las cuales 
destaca la mediada por el JA. Éstos datos en conjunto con los obtenidos para la 
bacteria biotrofa P.s.t DC3000, parecen poner de manifiesto el antagonismo de las 
vías del SA y del JA. 
 
En este escenario AGO4 parece cumplir funciones independientes a las de la ruta 
clásica de RdDM abriendo la puerta a su interacción con otras vías. Estas funciones 
no parecen estar relacionadas con la localización de AGO4 en los cuerpos de Cajal, 
ya que mutantes relacionados con la integridad, función, o movilidad de los 
  
x 
 
x  
Cuerpos de Cajal muestran comportamientos similares a los obtenidos para el resto 
de los componentes de la RdDM y opuestos a los de ago4.  
 
Por último se describe la implicación de la RdDM en la vía de señalización mediada 
por el ABA. En los análisis realizados se observa un comportamiento de 
hipersensibilidad a la hormona ABA para el mutante nrpd2-2, que correlaciona con 
la resistencia frente a organismos biotrofos, así como con la hipersusceptibilidad 
frente a organismos necrotrofos mostrada por el mismo mutante. Pese a la 
mencionada hipersensibilidad, en nrpd2-2 no se observa resistencia a la 
desecación, debido probablemente a un aumento en el índice estomático. 
Teniendo en cuenta los resultados descritos, podemos decir que la RdDM parece 
implicada en la señalización del ABA, relacionándose así con las respuestas frente a 
estrés tanto biótico como abiótico. Además, se describe por primera vez la 
implicación de la RdDM en la diferenciación celular de los estomas.  
 
A lo largo del estudio el mutante ocp1 muestra ciertas diferencias respecto a 
nrpd2-2 lo que revaloriza al alelo como herramienta de gran utilidad que facilite en 
un futuro la disección y entendimiento de la vía RdDM así como la regulación de las 
polimerasas IV y V. 
 
La RdDM aporta un nuevo nivel de regulación de la información génica, más allá de 
la secuencia de bases, que afecta a extensas regiones del genoma. La selección 
evolutiva de este mecanismo en los vegetales tiene sentido bajo un punto de vista 
adaptativo, ya que mediante su acción se podría modificar la expresión de diversos 
grupos de genes en función de las presiones ejercidas por el ambiente (pudiendo 
ser éstos de diversa índole, tales como ataques de patógenos, deshidratación…). 
Con los resultados obtenidos en el trabajo se implica a la RdDM en la respuesta 
tanto a estrés biótico como abiótico, en vías para las que  no se había descrito 
hasta el momento, corroborando el significado adaptativo en cuanto a la selección 
de la RdDM. Sin duda son necesarios gran cantidad de estudios posteriores que 
colaborarán a dilucidar más en detalle los papeles biológicos en que se implica la 
vía, así como sus genes diana y las interacciones con otras vías de señalización.  
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RESUM: 
 
La resposta defensiva de les plantes davant l'atac d'un patogen implica canvis en la 
transcripció de nombrosos gens, entre els quals es troba Ep5C, identificat 
originalment en tomata, i que codifica una peroxidasa catiònica extracel·lular, 
l'expressió de la qual s'induïx en resposta a la infecció causada pel bacteri 
Pseudomonas syringae, probablement com a conseqüència de la producció de 
peròxid d'hidrogen. A causa del interès suscitat per aquest gen, i la seva expressió 
característica, es va portar a terme un rastreig de mutants amb expressió 
desrregulada de la construcció Pep5C:GUS en l'organisme model Arabidopsis 
thaliana. D'aquesta manera es va obtenir una col·lecció de mutants que mostraven 
expressió constitutiva del gen marcador GUS, als quals es va denominar ocp 
(overexpressor of cationic peroxidase). Aquests mutants podrien presentar lesions 
en gens implicats en la regulació de Ep5C i, per tant, en les vies de senyalització que 
intervenen la resposta de les plantes enfront de l'atac de patògens.  
 
Sota aquests antecedents s'ha portat a terme un estudi fenotípic i genètic del 
mutant ocp1, el qual porta una alteració en el gen At3g23780, que codifica la 
proteïna NRPD2. NRPD2 correspon a la segona subunitat major de les ARN 
polimerasas IV i V, recentment identificades com específiques de plantes i 
implicades en la via de metilació de ADN dirigida per ARN petits interferents 
(RdDM). A més, el mutant nrpd2-2 fenocopia la sobreexpresió de Pep5C mostrada 
per ocp1, així com ocp1 mostra una desmetilació en les dianes típiques de la RdDM 
(gen SUPERMAN, gens 5S i element AtSN1) similar a la presentada nrpd2-2.  
 
A causa de la relació establerta mitjançant els estudis de genètica directa entre la 
RdDM i la defensa vegetal, es va donar pas a l'estudi de la implicació de la RdDM en 
la resposta defensiva. Per a això es va emprar una aproximació genètica que 
engloba l'ús de diversos mutants defectius en proteïnes implicades en el 
desenvolupament de la RdDM. Aquesta aproximació ens ha permès identificar un 
paper rellevant d'aquesta via en la defensa enfront de fongs necrotròfics i potyvirus 
que era completament desconegut fins a la data. A més, les dades obtingudes en 
relació a fongs necrotrofics podrien indicar certs defectes en la percepció del 
patogen, o bé alteracions en les vies de resposta a aquest, entre les quals destaca 
la que està mitjançada pel JA. Aquestes dades en conjunt amb les obtingudes per al 
bacteri biotròfic P.s.t DC3000, semblen posar de manifest el antagonisme de les 
vies del SA i del JA.  
 
En aquest escenari AGO4 sembla complir funcions independents a les de la ruta 
clàssica de RdDM, obrint la porta a la seva interacció amb altres vies. Aquestes 
funcions no semblen estar relacionades amb la localització de AGO4 en els cossos 
de Cajal, ja que mutants relacionats amb la integritat, funció, o mobilitat dels 
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Cossos de Cajal mostren comportaments similars als obtinguts per a la resta dels 
components de la RdDM i oposats als de ago4.  
 
Finalment es descriu la implicació de la RdDM en la via de senyalització mitjançada 
pel ABA. En les anàlisis realitzades s'observa un comportament d’hipersensibilitat a 
l'hormona ABA per al mutant nrpd2-2, que correlaciona amb la resistència enfront 
d'organismes biotròfics, així com amb la hipersusceptibilitat enfront d'organismes 
necrotròfics mostrada pel mateix mutant. Malgrat l'esmentada hipersensibilitat, en 
nrpd2-2 no s'observa resistència a la desecació, degut probablement a un augment 
en l'índex estomàtic. Tenint en compte els resultats descrits, podem dir que la 
RdDM sembla implicada en la senyalització del ABA, relacionant-se així amb les 
respostes enfront d'estrès tant biòtic com abiòtic. A més, es descriu per primera 
vegada la implicació de la RdDM en la diferenciació cel·lular dels estomes.  
 
Al llarg de l'estudi el mutant ocp1 mostra certes diferències respecte a nrpd2-2, el 
que revaloritza a l’al·lel com eina de gran utilitat que faciliti en un futur la disecció i 
enteniment de la via RdDM, així com la regulació de les polimerasas IV i V.  
 
La RdDM aporta un nou nivell de regulació de la informació génica, més enllà de la 
seqüència de bases, que afecta a extenses regions del genoma. La selecció 
evolutiva d'aquest mecanisme en els vegetals té sentit sota un punt de vista 
adaptatiu, ja que mitjançant la seva acció es podria modificar l'expressió de 
diversos grups de gens en funció de les pressions exercides per l'ambient (podent 
ser aquestes de diversa procedència, tals com atacs de patògens, deshidratació...). 
Amb els resultats obtinguts en el treball s'implica a la RdDM en la resposta tant a 
estrès biòtic com abiòtic, en vies per a les quals no s'havia descrit fins al moment, 
corroborant el significat adaptatiu quant a la selecció de la RdDM. Sens dubte són 
necessaris gran quantitat d'estudis posteriors que col·laboraran a dilucidar més en 
detall els papers biològics en que s'implica la via, així com els seus gens diana i les 
interaccions amb altres vies de senyalització. 
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ABSTRACT: 
 
Defensive response of plants against a pathogenic attack involves changes in the 
transcription of a large number of genes, among which Ep5C can be found. 
Originally identified in tomato, Ep5C codifies an extracellular cationic peroxidase 
which expression is induced in response to the infection caused by the bacterium 
Pseudomonas syringae, probably as a consequence of the production of oxygen 
peroxide. Due to the interest arisen by this gen, and its characteristic expression, a 
screening to find mutants with a deregulated expression of the PEp5C:GUS 
construct was carried in Arabidopsis thaliana. This way, a collection of mutants 
showing constitutive expression of the reporter gen GUS was obtained, and they 
were named ocp (overexpressor of cationic peroxidase). These mutants could show 
damages in genes involved in the regulation of Ep5C and thus in the signalling 
pathways mediating the plant defence against a pathogenic attack. 
 
Considering this background, a phenotypical and genetic study of ocp1 mutant was 
performed. This mutant carries an alteration in the gene At3g23780, which codifies 
the protein NRPD2. NRPD2 forms the second large subunit of the ARN polymerases 
IV and V, recently identified as plant-specific and involved in the RNA-directed DNA 
methylation (RdDM). Besides, the nrpd2-2 mutant phenocopies the overexpression 
of PEp5C showed by ocp1, as well as ocp1 shows a demethylation in the regular 
targets of the RdDM (SUPERMAN gene, 5S genes and the AtSN1 element) similar to 
the one showed by nrpd2-2.   
 
Due to the relationship established by forward genetics studies between the RdDM 
and plant defense, a study of the (roles) relevance of RdDM in the defensive 
response was undertaken. For this study, a genetic approach, involving the use of 
several mutants lacking different proteins involved in the RdDM was performed. 
This approach allowed us to identify a relevant role of this pathway in the defense 
against necrotrophic fungi and potyvirus that was completely unknown until now. 
Besides, the data obtained regarding necrotrophic fungi might indicate either 
certain defects in the pathogen perception or alterations in the pathway of 
response to these pathogens, in which the most important one is the pathway 
mediated by JA. This data, along with the ones obtained with the biotrophic 
bacterium P.s.t. DC3000 seem to evidence the antagonism between the SA and JA 
pathways.  
 
In this situation AGO4 seems to have independent roles to the ones of the classic 
RdDM pathway which opens the door to its interaction with another pathways. 
These functions does not seem to be related to the location of AGO4 in the Cajal 
bodies, since mutants lacking integrity, functionality or mobility of the Cajal bodies 
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show behaviours similar to the ones obtained for the rest of the components of the 
RdDM and opposite to the ones showed by ago4. 
 
Lastly, the involvement of the RdDM in the signalling pathway mediated by ABA is 
described. In the analysis made, hypersensitivity behaviour against the ABA 
hormone was showed by the nrpd2-2 mutant, which correlates with the resistance 
against biotrophic organisms, as well as with the hypersensitivity against 
necrotrophic organisms showed by this same mutant. Even though there is this 
hypersensitivity to ABA, in nrpd2-2 there is not resistance to drought showed, 
probably due to the increase in the stomatal index. Taking into account the results 
described we can say that the RdDM seems to be involved in the ABA signalling 
pathway, thus being related with the responses against biotic and abiotic stress. 
Furthermore, the involvement of the RdDM in stomata cell differentiation is 
described for the first time. 
 
Throughout this study the ocp1 mutant shows some differences compared to 
nrpd2-2, which makes this allele very valuable as a tool to facilitate in the future 
the understanding of the RdDM pathway as well as the regulation of the 
polymerases IV and V. 
 
RdDM offers a new level of regulation of the genetic information, beyond the 
nucleotide sequence, which affects large regions of the genome. Selection of this 
mechanism in plants makes sense under an adaptive point of view, since due to its 
action it would be possible to modify the expression of several groups of genes 
depending on the environment pressure (like pathogenic attacks, dehydration…). 
With the results obtained in this study it can be said that the RdDM is involved in 
the response against biotic stress as well as against abiotic, in pathways in which 
there were no previous evidence of its involvement, being this an evidence of the 
adaptive meaning of the selection of the RdDM. Undoubtedly there is a need of 
further studies that will help to elucidate the biological roles in which this pathway 
is involved, as well as its target genes and its interactions with others signalling 
pathways.  
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xvi ABREVIATURAS 
ABREVIATURAS: 
 
ABA: ácido ábscísico 
aba3: del inglés aba deficient 3 
ACC: ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico 
ADN: ácido desoxiribonucleico 
AGO: familia de proteínas ARGONAUTE 
AGO4: gen ARGONAUTA 4 
ARN: ácido ribonucleico 
ARNmi : ARN micro 
ARNsi: ARN pequeño interferente 
Avr: gen de avirulencia 
BIK1: gen BOTRYTIS INDUCIBLE KINASE 1 
BOS1: gen BOTRYTIS SUSCEPTIBLE 1 
ccb: del inglés cap-shaped Cajal bodies 
CHIB: gen CHITINASE B 
CMT3: cromometilasa 3 
COI1: gen CORONATINE INSENSITIVE 1 
COR: coronatina 
DCL3:  endonucleasa DICE-LIKE 3 
DICER: ribonucleasa miembro de la familia de las ARNasas III 
DRD1: Remodelador de cromatina específico de plantas similar a las proteínas 
SWI2/SNF2 
DRM2: metiltransferasa de dominios reordenados 2 
DTH9: gen DETACHMENT9 
EDS: genes ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 
EF-Tu: factor de elongación Tu 
EIN2: gen ETHYLENE INSENSITIVE2 
EMS: metano-sulfonato de etilo  
Ep5C: gen codificante de una peroxidasa catiónica extraceuluar de tomate  
EPF1 del inglés EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 1 
ER: gen ERECTA 
ET: etileno 
ETI: inmunidad disparada por efectores 
FIB: genes que codifican las proteínas FIBRILLARIN (fibrilarina)  
FLC: del inglés FLOWERING LOCUS C 
flg22: peptido de 22 aminoácidos perteneciente a la flagelina (PAMP), capaz de 
disparar PTI  
FLP: del inglés FOUR LIPS  
FLS2: gen codificante del receptor de flagelina (del inglés FLAGELIN INSENSITIVE 
2) 
GUS: gen bacteriano codificante de la β-glucuronidasa  
HEL: gen HEVEIN-LIKE protein 
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HEN1: 2´-OH 3´terminal metilasa HUA ENHANCER 1 
HR: Respuesta Hipersensible 
HYL1: del inglés HYPONASTIC LEAVES  
ISR: resistencia Sistémica Inducida 
JA: ácido Jasmónico 
JAI: del inglés JASMONIC ACID INSENSITIVE 1 
JA-Ile: JA conjugado con Isoleucina 
JAR1: gen JASMONIC ACID RESISTANT 
JAZ: genes JASMONATE ZIM-DOMAIN 
LeEIX: gen Lycopersicon esculentum ETHYLENE-INDUCE XILANASE 
LRR: repeticiones ricas en Leucinas 
MAMP: del inglés Microbe-Associated Molecular Pattern 
MAPK:  proteínas quinasas implicadas en la transducción de señales (del inglés 
Mitogen Activated Protein Kinase) 
MeJA: jasmonato de metilo 
MET1: ADN metiltransferasa 1 
MS: medio de cultivo para plantas Murashige y Skoog 
NahG: gen bacteriano codificante de la enzima salicilato hidroxilasa. 
NB: región proteica de unión a nucleótidos 
ncb1: del inglés no cajal bodies 
NPR1: gen NONEXPRESSOR OF PR GENES 
NRP: nuclear RNA polymerase 
NRPD1: gen que codifica la subunidad mayor de la Pol IV  
NRPD2 : gen que codifica la segunda subunidad mayor de la Pol IV y Pol V 
NRPE1: gen que codifica la subunidad mayor de la Pol V 
OCP: genes OVEREXPRESSOR OF CATIONIC PEROXIDASE 
OCP3: gen OVEREXPRESSOR OF CATIONIC PEROXIDASE 3 
ORF: del inglés OPEN READING FRAME (marco de lectura abierta) 
OST1: del inglés OPEN STOMATA 1 
P.s.t.: Pseudomonas syringae pv. tomato 
PAD: genes PHYTOALEXIN DEFICIENT 
PAMPs: de Pathogen-Associated Molecular Pattern 
pcb: del inglés poly cajal bodies 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PDF1.2: gen PLANT DEFENSIN 1.2 
Pol: complejos proteicos ARN polimerasa ADN dependiente 
PPV: Plum pox virus   
PR: genes PATHOGENESIS RELATED 
PRR: del inglés Pattern-Recognition Receptors 
PTGS: del inglés postranscriptional gene silencing 
PTI: inmunidad disparada por PAMPs 
RdDM:  metilación de ADN mediada por ARNsi 
RDR: ARN polimerasa ARN dependiente 
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RISC: del inglés RNA-induced silencing complex 
RLK: quinasas tipo receptores 
RLP: proteínas tipo receptores 
ROS: especies reactivas de oxígeno 
RP: proteínas de resistencia 
RT-PCR: transcripción Reversa - PCR 
SA: ácido Salicílico 
SAR: resistencia sistémica adquirida 
SDD1: del inglés STOMATAL DENSITY AND DISTRIBUTION 1  
SGS3:  del inglés SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3 
SID: genes SA INDUCTION DEFICIENT 
SNI1: gen SUPRESSOR NPR1 INDUCIBLE 1 
SmB: pequeña proteína nuclear de unión a ARN B 
SmD3: pequeña proteína nuclear de unión a ARN D3 
SSLP: polimorfismo de longitud en  secuencias discretas 
T-DNA: ADN de transferencia 
TGS: del inglés transcriptional gene silencing 
THI2.1: gen THIONIN 2.1  
TIR1: del inglés TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 
TMG: 2,2,7- trimetilguanosina 
TMM: del inglés TOO MANY MOUTHS 
TTE: efectores tipo tres 
TTSS: sistema de secrección tipo tres  
U2B´´:  proteína implicada en el procesamiento del ARN, usada como marcador de 
Cuerpos de Cajal. 
VSP: gen VEGETATIVE STORAGE PROTEIN  
WIR: resistencia inducida por herida 
WRKY: factor de transcripción con motivo Trp-Arg-Lys-Tyr 
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INTRODUCCIÓN GENERAL:  
 
En la naturaleza el éxito evolutivo se basa en la perpetuación de la especie en el 
tiempo. Para ello, los seres vivos deben adaptarse a los continuos cambios en el 
ambiente que determinan la selección natural; y los procesos biológicos que 
observamos en la actualidad son  la suma de cambios heredables acumulados 
durante un extenso recorrido evolutivo.  En un escenario en que multitud de 
especies deben luchar por la supervivencia,  tales cambios ambientales pueden 
tener un origen tanto biótico (debido a las interacciones llevadas a cabo con 
distintos organismos), como abiótico (cambios físicos y químicos); y las plantas, al 
igual que el resto de los organismos, han de ser capaces de responder a dichos 
cambios con el objetivo de persistir incluso en situaciones adversas.   
 
1.- RECONOCIMIENTO PLANTA-PATÓGENO: 
 
Dentro del estrés biótico podemos encuadrar las relaciones de interacción planta-
patógeno. Frente a la llegada de un microorganismo patógeno las plantas han 
desarrollado una compleja batería de defensas que engloban una enorme variedad 
de estrategias de actuación, permitiendo a la planta responder de la forma más 
adecuada en cada caso.    
 
Las plantas están sometidas de forma constante a la interacción con multitud de 
organismos. El hecho de que sean los productores mayoritarios en la superficie 
terrestre les convierte en objetivo para muchas especies de organismos 
colonizadores que se comportan como epífitos, simbiontes o patógenos. Entre ellos 
encontramos bacterias, hongos, virus y nematodos. De hecho, el establecimiento 
de los organismos vegetales en la superficie terrestre fue facilitado por su 
asociación con hongos simbiontes, sugiriendo una coevolución de las plantas con 
microorganismos desde su aparición (Gehring et al., 1996). 
 
A pesar de ello, por norma general, son escasas las interacciones que concluyen 
con una infección satisfactoria por parte del patógeno y el desarrollo de 
enfermedad, debido a la extensa y efectiva plétora de mecanismos defensivos con 
las que cuentan los vegetales.   
 
Dentro de los mecanismos defensivos que forman parte de la inmunidad innata de 
las plantas  podemos encontrar algunos de ellos que se presentan de forma 
constitutiva, entre los que destacan las barreras físicas y químicas que actúan 
dificultando la entrada del patógeno y constituyen la primera línea defensiva.  Así, 
en su afán por colonizar el tejido vegetal, los patógenos encuentran como primer 
impedimento estructuras como la cutícula, que pueden salvar directamente 
mediante su penetración o bien aprovechando heridas o aperturas naturales como 
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los estomas; y, una vez en el interior de la planta, la compleja pared celular vegetal 
que dificulta en gran medida su entrada (Mauch-Mani & Slusarenko, 1993; 
Hückelhoven, 2007). En el caso de que los organismos patógenos superen tales 
barreras, se activarán en la planta otro tipo de mecanismos, en este caso 
inducibles, que actúan tanto a nivel local como sistémico (Shah et al., 1999). 
 
Encuadrados en dicha respuesta inmune inducida, las plantas estructuran su 
defensa a dos niveles.  
 
En el primer nivel encontramos estrategias defensivas mediadas a través de un 
conjunto de receptores situados en la membrana plasmática (PRRs, de Pattern-
Recognition Receptors), que reconocen conservados patrones moleculares 
asociados a microorganismos patógenos (MAMPs, de Microbe-Associated 
Molecular Pattern; o bien PAMPs  de Pathogen-Associated Molecular Pattern; 
Zipfel & Felix, 2005; Mackey  & McFall, 2006).  
Pero en su evolución conjunta, los microorganismos han desarrollado la manera de 
suprimir este primer nivel defensivo mediante interferencias en el reconocimiento 
o a través de la secreción de proteínas efectoras al interior del citoplasma. Se cree 
que una vez los patógenos desarrollaron la capacidad de evadir las respuestas 
defensivas primarias de las plantas, éstas desarrollaron a su vez mecanismos más 
especializados para detectar  a los microorganismos invasores.  
 
Así, en un segundo nivel encontramos la denominada inmunidad disparada por 
efectores (ETI, -Jones & Dangl, 2006; Zipfel, 2008-). La ETI implica el reconocimiento 
directo o indirecto de muchas de las moléculas del patógeno utilizadas como 
efectoras para evadir la inmunidad disparada por PAMPs a través de proteínas 
vegetales de resistencia denominadas proteínas R.  
La activación de la resistencia mediada por proteínas R constituye un mecanismo 
efectivo capaz de suprimir el crecimiento microbiano. No obstante, los patógenos 
también parecen haberse adaptado para evitar la respuesta ETI y causar 
enfermedad, por lo que probablemente las interacciones planta-patógeno no han 
llegado al final de su complejidad, sino que ésta continuará aumentando bajo la 
premisa de la supervivencia y la coevolución.  
 
1.1.- PATÓGENOS BIOTROFOS Y NECROTROFOS: 
 
Las plantas pueden ser infectadas por patógenos con distintos estilos de vida, 
siendo los dos grupos principales los conocidos como patógenos biotrofos y 
patógenos necrotrofos (Agrios, 2005). 
 
Los patógenos biotrofos se han especializado en alimentarse y crecer en el interior 
de tejidos vegetales vivos. Por ello, la mayoría de ellos han desarrollado una íntima 
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relación con sus hospedadores vegetales. Esta relación llega a ser tan extrema, que 
los patógenos biotrofos obligados, no pueden ser tan siquiera cultivados en medios 
de cultivo sintéticos, mientras  que los biotrofos no-obligados pueden ser 
cultivados en medios de cultivo, aunque ninguno de ellos puede crecer como 
saprofito. Con el objetivo de encontrar un ambiente afín, muchos de los 
organismos biotrofos han desarrollado la capacidad de vivir en el espacio 
intercelular del mesófilo (protegido y muy rico en nutrientes debido a la actividad 
fotosintética de las células mesofílicas circundantes). En el caso de los hongos 
biotrofos, en su mayoría poseen una estructura de alimentación denominada 
haustorio que utilizan para invaginar la membrana plasmática de las células 
hospedadoras y crear un microambiente adecuado (Voegele & Mendgen, 2003; 
Ellis et al., 2006).    
 
De forma opuesta, los patógenos necrotrofos están menos especializados en sus 
interacciones con los hospedadores vegetales, estableciéndose entre ellos una 
relación menos íntima. Para su desarrollo, los organismos necrotrofos suelen 
requerir herir, debilitar, envejecer o bien matar el tejido vegetal, como paso previo 
a la colonización, para lo que comúnmente utilizan enzimas y toxinas. Además, los 
necrotrofos pueden crecer en la superficie vegetal y pueden ser cultivados 
fácilmente en medios sintéticos (Agrios, 2005).  
                   
1.2.- INMUNIDAD DISPARADA POR PAMPs (PTI):  
 
Probablemente la PTI es la primera respuesta activa desencadenada tras la 
percepción microbiana.  Como ha sido mencionado, la PTI se inicia con el 
reconocimiento de moléculas conservadas en patógenos por parte de receptores 
situados en la superficie de la célula vegetal.  
 
Se conocen muy pocos receptores PRR en plantas. Los PRR identificados son 
receptores transmembrana con una región rica en leucina (LRR) hacia el exterior 
celular, y encargada del reconocimiento y unión del PAMP (MAMP) como ligando 
(figura I.1A). En cuanto a la región citoplásmica se reconocen dos grupos: Los que 
contienen un dominio serin/treonin quinasa (RLK, por lo que son encuadrados en 
las denominadas proteínas LRR-RLK), y los que carecen de ella (RLP, siendo esta 
clase de PRR proteínas LRR-RLP). El reconocimiento dispara una señal intracelular 
que, al menos en el caso de los RLK, es mediada por MAPK (Mitogen Activated 
Protein Kinase), y que tiene como consecuencia la producción de especies reactivas 
del oxígeno, la deposición de callosa para reforzar la pared celular en los sitios de 
infección y la activación transcripcional de determinados genes de respuesta a 
patógenos; todo ello, con el objetivo de prevenir el crecimiento microbiano 
(Nurnberger et al., 2004; revisado en Chisholm et al., 2006).  
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Figura I.1: Inducción y supresión de la respuesta inmune primaria PTI en plantas 
por parte de microorganismos patógenos.  
(A) Moléculas conservadas en distintos microorganismos (PAMPs o MAMPs) son reconocidas a través 
de receptores transmembrana (PRR) por la planta, tras lo que se dispara una respuesta defensiva 
primaria con el objetivo de proteger a la planta frente al ataque de potenciales patógenos. (B) Los 
patógenos verdaderos, son capaces de secretar moléculas efectoras que interfieren con la respuesta 
defensiva primaria PTI, permitiéndoles escapar a ella e infectar de manera exitosa.  
Extraído de De Wit, 2007. 
 
Así, los PAMPs deben ser moléculas con estructuras altamente conservadas en un 
amplio rango de microorganismos, pero no presentes en el hospedador. Como 
ejemplos, son destacables en bacterias, los lipopolisacáridos  de la membrana 
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externa de las bacterias Gram-negativas y la flagelina, componente proteico del 
flagelo. De forma similar, las plantas son capaces de responder a la quitina y el 
ergosterol, que son los constituyentes mayoritarios de la pared celular de los 
hongos superiores.  
 
Tal vez el caso más estudiado de respuesta vegetal frente a PAMPs es el 
relacionado con la percepción de la flagelina (Gomez-Gomez & Boller, 2002). En 
Arabidopsis thaliana, un péptido de 22 aminoácidos (flg22) correspondiente a una 
región altamente conservada, es suficiente para la activación de receptores en el 
hospedador (Felix, et al., 1999).  El reconocimiento de la flagelina se realiza a través 
del receptor FLS2, del tipo RLK (Gomez-Gomez & Boller, 2002). Tras el 
reconocimiento de la flagelina por FLS2 se activa una cascada de quinasas MAPK 
que terminan por activar la transcripción de factores WRKY los cuales inducen la 
expresión de genes de defensa (Asai et al., 2002). Se observó que la puesta en 
funcionamiento de los mecanismos defensivos a través de esta vía proporcionaba 
protección frente a diversas bacterias y virus, sugiriendo una convergencia de 
señales a nivel de la activación de las MAPK (Asai et al., 2002).  
 
Existen también algunos casos de PAMPs no expuestos en la superficie del 
patógeno, como es el caso del factor de elongación Tu (EF-Tu), capaz también de 
inducir defensas (Kunze et al., 2004). EF-Tu es reconocido por un receptor del tipo 
RLK (Zipfel et al., 2006).  
Entre los receptores del tipo RLP encontramos las proteínas LeEIX (Lycopersicon 
esculentum Ethylene-Induced Xilanase) de L. esculentum, que reconocen xilanasas 
fúngicas (Ron & Avni, 2004).   
 
En A. thaliana existen 233 genes identificados como LRR-RLK y 110 como LRR-RLP 
(Morris & Walker, 2003; Shiu & Bleecker, 2003; Shiu et al., 2004). En su mayoría se 
relacionan con el desarrollo vegetal (Trotochaud et al., 1999), aunque el gen ER 
(ERECTA), que había sido clásicamente relacionado con funciones en desarrollo, es 
necesario para la resistencia a Plectosphaerella cucumerina (Llorente et al., 2005), 
por lo que no es de extrañar que muchos de los receptores hasta el momento 
relacionados con procesos de crecimiento y desarrollo cumplan además 
importantes papeles en la defensa vegetal.  
 
En el caso de los patógenos necrotrofos, como ya ha sido mencionado, las 
relaciones que establecen con sus hospedadores tienen un carácter menos íntimo 
que el que tiene lugar con los organismos biotrofos. 
Aun así, se han identificado algunos MAMPs entre los que cabe destacar el 
quitosano. El quitosano es un derivado deacetilado capaz de disparar PTI y 
provocar en la planta un estado de sensibilización para una posterior activación de 
la denominada resistencia sistémica adquirida (SAR, que se tratará más adelante). 
Las respuestas disparadas por el quitosano incluyen el aumento del calcio 
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citosólico, la activación de cascadas de MAPK, la deposición de callosa, el estallido 
oxidativo y la respuesta hipersensible, la síntesis de ácido abscísico (ABA), ácido 
jasmónico (JA), fitoalexinas y proteínas relacionadas con la patogénesis 
denominadas PR (revisado en Iriti & Faoro, 2009).  
 
1.3.- EFECTORES PATOGÉNICOS: 
 
¿Cómo explicar las infecciones vegetales si los receptores PRR perciben PAMPs 
universalmente conservados y disparan una defensa eficiente? En su lucha 
evolutiva, algunos patógenos han desarrollado mecanismos para evadir dicha 
respuesta defensiva, en la mayoría de los casos mediante el uso de moléculas 
denominadas efectores (figura I.1B).  
Estos efectores, tanto fúngicos como bacterianos y virales, pueden poseer 
actividades enzimáticas para manipular la fisiología en la célula hospedadora 
mediante la alteración de sus proteínas, con el objetivo de aumentar la virulencia 
del patógeno y evadir los sistemas de detección (Coaker et at., 2005; Hauck et al., 
2003; Kim et al., 2005; Keshavarzi et al., 2004). Así mismo existen efectores que se 
relacionan con el control transcripcional de la planta. Éstos alteran la transcripción 
de genes nucleares durante la infección, con el objetivo de inhibir genes de defensa 
o bien inducir genes de provirulencia (Zhu et al., 1998; Yang et al., 2000).   
 
- EFECTORES DE PATÓGENOS BACTERIANOS: 
 
Las bacterias patógenas de plantas y animales tienen 4 sistemas de secreción, de 
los cuales el más importante para la virulencia es el sistema de secreción tipo III de 
las Gram-negativas (TTSS). El sistema se basa en un pilus proteico que inyecta al 
interior de la célula hospedadora moléculas efectoras del tipo III (TTE, de type III 
effector) (Cunnac et al., 2004; Lindeberg et al., 2006). De hecho, se ha observado 
que bacterias que no poseen dicho TTSS funcional son incapaces de desarrollar 
infecciones con éxito (Jakobek et al., 1993; Grant et al., 2006; Chang et al., 2005).  
 
Bacterias patógenas de plantas como Pseudomonas syringae pueden secretar entre 
20 y 30 efectores, que introducen dentro de las células hospedadoras (Chang et al., 
2005). Además, las bacterias poseen una enorme diversidad en sus efectores, ya 
que es la combinación de éstos lo que va a determinar el éxito de la infección. La 
heterogenidad de los efectores es consecuencia en primera instancia de la 
transmisión horizontal de genes y de su posterior fijación, sometida a una enorme 
presión de selección.    
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Como ejemplos de efectores caracterizados encontramos, el caso de AvrPto, 
AvrRpt2, y AvrRpm1 de P. syringae. Todos ellos colaboran en la supresión de la 
inmunidad disparada por PAMPs (Hauck et al., 2003; Kim et al., 2005). 
Otra muestra de las posibilidades que los efectores aportan a los patógenos es la 
representada por el efector AvrPtoB, que además de suprimir la respuesta 
hipersensible mediada por especies reactivas de oxigeno (Janjusevic et al., 2005), 
manipula una ruta de señalización controlada por ABA, favoreciendo la 
enfermedad (De Torres-Zabala et al., 2007). En cuanto a la modificación de la 
señalización hormonal es de destacar el papel del efector coronatina (COR), 
análogo del JA. El JA en determinados niveles parece suprimir la señalización 
defensiva mediada por el ácido salicílico (SA), por lo que la secreción de COR 
suprime de forma indirecta los mecanismos defensivos en los que participa el SA 
(Zhao et al., 2003; Brooks et al., 2005). 
  
- EFECTORES DE PATÓGENOS FÚNGICOS:  
 
A diferencia de lo que ocurre en el estudio de los efectores bacterianos, las 
funciones y mecanismos de los efectores fúngicos y de los oomycetes son 
altamente desconocidas.  
Como ejemplo destacable, se conocen 10 de los efectores que son secretados por 
el hongo extracelular Cladosporium fulvum al espacio intracelular de las plantas de 
tomate. Entre ellos, el efector Avr2 se une a la cisteín-proteasa Rcr3 para inhibirla 
(Rooney et al., 2005), mientras que el efector Avr4 protege al hongo del efecto de 
las quitinasas del hospedador (Van den Burg et al., 2006; Vanese, 2007).  
 
- EFECTORES VIRALES: 
 
Las plantas se defienden de la proliferación viral en primera instancia mediante el 
silenciamiento de ARN, lo que impide la acumulación de moléculas de ARN 
exógeno. La mayoría de los virus vegetales poseen genomas de ARN y forman 
moléculas de ARN duplexo como estructuras intermediarias en su replicación. Tales 
moléculas son las principales activadoras del silenciamiento de ARN. Así, los 
factores de virulencia virales (los cuales son considerados efectores) tienen como 
función en la mayoría de los casos suprimir el sistema de silenciamiento de ARN.  
Por tanto, podemos decir que así como el éxito de los efectores fúngicos y 
bacterianos a la hora de suprimir los mecanismos defensivos activados por los 
PAMPs determina su rango de hospedadores, la capacidad de los efectores víricos 
para suprimir el sistema de silenciamiento de ARN determina el rango de 
hospedadores de dicho virus. 
Se han identificado en diversos virus patógenos de plantas algunos de estos 
inhibidores del silenciamiento, de los cuales en ciertos casos se conoce la función 
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específica y su efecto en la maquinaria de silenciamiento del hospedador (Soosaar 
et al., 2005).  
 
Como no es de extrañar, al igual que en las infecciones cursadas por patógenos de 
origen fúngico o bacteriano, las plantas han desarrollado un mecanismo defensivo 
secundario para restringir el movimiento viral. En él, proteínas R específicas son 
capaces de reconocer determinados componentes virales implicados en la 
acumulación, replicación o translación viral (incluso en algunos casos los mismos 
supresores del silenciamiento).   
 
1.4.- INMUNIDAD DISPARADA POR EFECTORES (ETI): 
 
Con el fin de defenderse de los patógenos que poseen moléculas efectoras, las 
plantas han desarrollado mecanismos de detección de efectores y una respuesta 
inmune secundaria activada por éstos. El conjunto de efectores que porta un 
patógeno es altamente específico, llegando a ser característico de determinadas 
cepas. Frente a ellos, las proteínas de resistencia vegetales (Proteínas R o RPs) 
monitorizan los efectores o las perturbaciones ocasionadas por ellos y activan 
señales que culminan en una respuesta hipersensible (HR), implicando una muerte 
celular programada y asociada a la inducción local de genes de defensa en el lugar 
de la infección, con el objetivo de frenar el crecimiento del patógeno (figura I.2A).  
 
A 
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B 
 
 
Figura I.2: Inducción y supresión de la respuesta inmune secundaria ETI en 
plantas por parte de microorganismos patógenos.  
(A) Las plantas resistentes poseen sistemas de detección de efectores o de sus perturbaciones a través 
de proteínas que actúan de guardianes (RPs) de la defensa vegetal. Tras la detección de los efectores se 
activa la respuesta ETI que impide el desarrollo de una infección satisfactoria por parte del patógeno. 
(B) Como adaptación, los patógenos han eliminado o bien modificado efectores detectados por RPs y 
en ocasiones desarrollado otros efectores indetectables por las RPs de la planta, evadiendo de nuevo la 
respuesta defensiva.  
Extraído de De Wit, 2007. 
 
Además, diferentes dominios de un mismo efector pueden ser monitorizados por 
distintas proteínas R, y aunque la detección de los efectores o sus perturbaciones 
es altamente específica, la HR inducida con posterioridad es común a múltiples 
patógenos.  
 
- HIPÓTESIS DE LA RESISTENCIA GEN A GEN:  
 
En las primeras etapas del conocimiento en la respuesta ETI, Flor, en 1971, enunció 
la hipótesis de la resistencia gen a gen. En ella se exponía que las plantas portan 
genes de resistencia que codifican proteínas R capaces de detectar proteínas del 
patógeno denominadas proteínas Avr (o factores de avirulencia). En el caso de 
producirse una interacción entre ambos factores se desencadenaría una respuesta 
inmunitaria en las plantas que detendría la infección, considerándose a la planta 
resistente y a la cepa del patógeno avirulenta. A este tipo de interacción planta-
patógeno se le denominó interacción incompatible. Si no se produce el 
reconocimiento (ya fuera por falta del gen R en la planta o falta del gen Avr en el 
patógeno), el patógeno sería capaz de desarrollar una infección satisfactoria, 
considerándose la planta susceptible y la cepa del patógeno virulenta. En este caso 
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se conoce la interacción planta- patógeno como compatible ya que el patógeno 
cursa la enfermedad.  
 
Tras el avance del conocimiento en el tema, Van der Biezen y Jones, en 1998, 
dieron paso a una adaptación algo más sofisticada de este modelo, enunciando la 
hipótesis del gen guardián.  
 
-  HIPÓTESIS DEL GUARDIÁN: 
 
Como hemos comentado, las proteínas R monitorizan tanto los efectores como las 
perturbaciones ocasionadas por ellos. 
La pregunta de cómo puede la planta responder a una enorme variedad de 
efectores con un número determinado de proteínas R se puede solventar bajo la 
hipótesis del gen guardián. Esta hipótesis enuncia que muchas proteínas R son 
capaces de reconocer efectores sin una interacción física directa. Así, las proteínas 
R estarían encargadas de monitorizar el estado de distintos componentes 
defensivos vegetales, siendo capaces de detectar su alteración por parte de los 
efectores (Van der Hoorn et al., 2002; Van der Biezen & Jones, 1998).  
De hecho, el reconocimiento indirecto de los efectores por parte de las proteínas R, 
se ha demostrado más común que el reconocimiento por interacción física directa 
(Chisholm et al., 2006; Jones & Dangl, 2006; Jones & Takemoto, 2004). 
Un ejemplo de esto son las proteínas RPS2 y RPS5 de A. thaliana. RPS2 y RPS5 son 
proteínas R capaces de detectar de forma indirecta los efectores AvrRpt2 y HopAR1 
de P. syringae. Dichos efectores tienen como diana  las proteínas implicadas en 
defensa RIN4 y PBS1, a las que reconocen y degradan (AvrRpt2 por ejemplo la 
digiere con actividad cisteín-proteasa), con el objetivo de facilitar la infección por 
parte del patógeno. RPS2 y RPS5 monitorizan la integridad de RIN4 y PBS1 
actuando como guardianes del sistema inmune. En el caso de detectar la 
degradación de RIN4 y PBS1, se ponen en funcionamiento mecanismos de 
resistencia que detienen el desarrollo del patógeno (Ade et al. 2007; Axtell & 
Staskawicz, 2003; Day et al., 2005; Mackey et al., 2003; Shao et al., 2003).    
 
- PROTEÍNAS R:  
 
Dado que los efectores pueden manipular a las células hospedadoras tanto desde 
el exterior como desde el interior celular, existen ejemplos de proteínas R tanto 
intracelulares como con regiones extracelulares. Los RPs pueden ser divididos 
estructuralmente en cinco clases diferentes (Chisholm et al., 2006) todos ellos 
conteniendo dominios ricos en repeticiones de leucina (LRR) que se localizan en el 
extremo C-terminal y se han relacionado con el reconocimiento de efectores o las 
perturbaciones ocasionadas por estos. Las proteínas R intracelulares poseen 
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además regiones de unión a nucleótidos (NB) en su región central, utilizado en la 
mayoría de los casos como dominio de activación, que se produciría a través del 
reemplazamiento de un nucleótido difosfato por otro trifosfato (Hammond-Kosac 
& Parker, 2003; McHale et al., 2006; Takken et al., 2006).  
 
En muchos de los casos se ha caracterizado el mecanismo mediante el cual el 
efector es detectado por el receptor y se activa la señal interna. Es el caso de los 
efectores de P. syringae AvrRpm1 y AvrB  que tienen como diana la proteína de 
defensa RIN4, a la cual fosforilan como marcaje que dirija su degradación en el 
proteosoma. La NB-LRR citoplásmica RPM1 es capaz de detectar tal fosforilación y 
como consecuencia activar la ETI (Mackey et al., 2002; Kim et al., 2005).  
 
Es de destacar que, como se ha expuesto con los ejemplos utilizados, se conocen 
distintos efectores (AvrRpt2, HopAR1, AvrRpm1 y AvrB) capaces de modificar la 
misma proteína de defensa (RIN4); por lo tanto, sería factible la puesta en marcha 
de una respuesta defensiva con un número de genes guardianes R (monitorizando 
el estado de dichas proteínas de defensa) menores al de efectores.  
 
1.5.- TEORÍA DEL ZIG-ZAG:  
 
Llegados a este nivel en la introducción podemos obtener una visión global de la 
relación establecida entre las plantas y sus organismos patógenos.  
 
 
 
Figura I.3: Esquema de la teoría del Zig-Zag.  
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El diagrama representa las distintas etapas en las que se produce el ataque patogénico y las 
consecuentes respuestas defensivas vegetales. En una primera etapa el ataque de los microorganismos 
patógenos es detectado a través del reconocimiento de PAMPs que disparan la PTI. En una segunda 
etapa, los patógenos evaden la PTI mediante la secreción de moléculas efectoras lo que desemboca en 
una susceptibilidad mediada por efectores (ETS). En la tercera etapa, las plantas son capaces de 
reconocer determinados efectores o sus alteraciones mediante proteínas que actúan de guardianas del 
sistema inmunitario vegetal, tras lo que se desencadena la respuesta ETI. La ETI es más rápida y 
contundente que la PTI llegando a sobrepasar el umbral de la respuesta hipersensible (HR). En una 
cuarta etapa, los patógenos han perdido o modificado efectores reconocidos por RPs, incluso podrían 
haber desarrollado nuevos efectores no reconocidos por las RPs del hospedador, o bien mecanismos 
para evadir el reconocimiento, logrando escapar a la ETI y siendo capaces de causar enfermedad. En 
etapas posteriores, mecanismos adaptativos conllevarían la percepción de nuevos efectores por parte 
de la planta para desencadenar ETI.  
Extraído de Jones & Dangl, 2006. 
 
Parece claro que existen en esencia dos niveles en el sistema inmunitario vegetal. 
El primero utiliza moléculas transmembrana (PRR) capaces de reconocer patrones 
moleculares conservados en un amplio espectro de patógenos (MAMPs o PAMPs), 
como la flagelina (Zipfel & Felix, 2005). En principio, las plantas, con el objetivo de 
detectar un amplio rango de patógenos y ser capaces de defenderse de los mismos 
desarrollaron este primer nivel de inmunidad denominada “Inmunidad disparada 
por PAMPs” o PTI. En su lucha por la supervivencia, ciertos patógenos desarrollaron 
la capacidad de generar y secretar moléculas efectoras que manipulasen al 
hospedador, evadiendo la respuesta PTI. Así, en su coevolución, las plantas 
desarrollaron un segundo nivel de respuesta, en esta ocasión más específica, rápida 
y de mayor contundencia; es la denominada “Inmunidad disparada por efectores” 
o ETS. En ella encontramos proteínas de resistencia R (o bien RP) del tipo NB-LRR 
(Dangl & Jones, 2001). Las proteínas R se comportan como sensores o guardianes 
del estado defensivo y, en el caso de detectar elicitores o las perturbaciones que 
ellos provocan, median la puesta en funcionamiento de la ETI.  
 
Esto ocurre en el caso de patógenos biotrofos ya que los necrotrofos requieren la 
muerte de las células hospedadoras, por lo que no han establecido una relación tan 
estrecha con la célula vegetal. Sí es destacable en determinados casos el 
reconocimiento a nivel de PAMPs  de determinados compuestos como el quitosano 
y el establecimiento de la PTI. 
 
La ETI culmina con la resistencia de la planta y normalmente con una respuesta 
hipersensible que implica muerte celular programada en el sitio de la infección. 
¿Por qué hay entonces patógenos capaces de producir infección? La selección 
natural dirige a los patógenos a evadir de nuevo los mecanismos defensivos 
vegetales, diversificando, adquiriendo o eliminando efectores con el objetivo de 
suprimir la ETI. Aunque de la misma manera, la selección natural dirigirá a las 
plantas a reconocer nuevos efectores en su carrera armada hacia la perpetuación 
en el tiempo.  
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2.-  RESPUESTAS DEFENSIVAS: 
 
La detección del patógeno por parte de la planta, ya sea en la PTI o bien en la ETI, 
desencadena una gran cantidad de cambios en el interior de las células del 
hospedador. La velocidad, intensidad o magnitud con la que se desarrollen dichos 
cambios son cruciales para determinar la eficacia de la respuesta. Además, aunque 
la percepción del patógeno depende de complejos mecanismos que pueden llegar 
a resultar altamente específicos (como se describe con anterioridad), los cambios 
que tienen lugar tras dicho reconocimiento son similares (sugiriendo su 
conservación evolutiva o bien la convergencia de rutas) e independientes del 
patógeno o efector que medie su activación (Felix, 1999a; Jabs et al., 1997; Piedras 
et al., 1998).  
Entre los eventos tempranos tras el reconocimiento del patógeno encontramos: 
cambios en el flujo de iones tales como el calcio, la activación de las vías de 
señalización donde tienen especial relevancia proteín-quinasas, alteraciones en los 
patrones transcripcionales, la alcalinización de los espacios extracelulares y la 
síntesis rápida y transitoria de especies reactivas de oxígeno (ROS, de Reactive 
Oxygen Species) y nitrógeno (Kotchoni & Gachomo, 2006; Veronese et al., 2006). 
Tras estos cambios inmediatos, en la mayoría de los casos se produce una segunda 
etapa de alteraciones que activan dos vías de señalización diferentes; por un lado 
se inducen cambios celulares que concluyen con la muerte celular programada de 
las células infectadas, lo que se conoce como respuesta hipersensible (HR de 
Hipersensitive Response), con el objetivo de delimitar la infección a nivel local (en 
el lugar de infección); y por otro lado se inducen complejos mecanismos de 
resistencia tanto locales como sistémicos (en partes distales de la planta).  
 
2.1.- ROS: 
 
Las especies reactivas de oxígeno son moléculas de gran importancia en diversos 
procesos biológicos. Dentro de las ROS se incluyen radicales hidroxilo, superóxido, 
peróxido de hidrógeno y oxígeno singlete. Se originan como consecuencia de 
procesos catabólicos en todos los seres vivos, así como en situaciones de estrés 
como el frío, las radiaciones UV, el ozono, la alta salinidad, la sequía o las 
infecciones por patógenos. En el caso de los organismos vegetales, los problemas 
de oxido-reducción se acentúan, si tenemos en cuenta que las plantas no solo 
llevan a cabo procesos catabólicos, sino que por su naturaleza productora, las 
plantas poseen otra compleja cadena de electrones en el aparato fotosintético 
cuya alteración (el funcionamiento desacoplado con la fase aeróbica de la 
fotosíntesis) es susceptible de producir ROS. Así, además de las ROS generadas en 
la mitocondria, la fuente principal de ROS en las plantas se localiza en el cloroplasto 
(Davletova et al., 2005; Mittler, 2002; Mittler, et al., 2004).  
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La acumulación excesiva de ROS, debido a su alta reactividad, puede ocasionar 
acusados daños celulares, entre los que se incluyen la peroxidación de lípidos de 
membrana, la alteración de proteínas y daños a nivel del ADN, que conducen al 
envejecimiento celular y pueden llegar a provocar la muerte del tejido (Doke et al., 
1996; Foyer, & Noctor, 2005; Scandalios, 1997).  Por ello, existen distintos sistemas 
detoxificadores de ROS como el ciclo del ascorbato-glutation, enzimas ascorbato 
peroxidasas (APX), superóxido dismutasas (SOD) y catalasas, así como vías no 
enzimáticas tales como vitaminas antioxidantes, determinadas proteínas o tioles 
(Apel & Hirt 2004; Asada, 1999; Mittler, 2002; Kovtun et al., 2000; Scandalios, 
1997).  
  
Pero más allá de ser una mera consecuencia, los ROS están implicados también en 
multitud de respuestas adaptativas, participando tanto en procesos de resistencia a 
estreses abióticos como bióticos. En concreto, en las respuestas vegetales frente a 
organismos patógenos se pueden definir dos funciones cruciales de los ROS 
dependiendo de sus niveles de concentración: A  altas concentraciones los ROS 
producen graves daños que conducen a la muerte celular, relacionándose con la 
HR, mientras que a concentraciones moderadas se comportan como mensajeros 
secundarios implicados en la transducción de la señal de defensa, participando en 
la activación de proteín-quinasas o regulando directamente la expresión de algunos 
genes relacionados con defensa (Desikan et al., 2001; Lamb, & Dixon, 1997; 
Conrath et al. 2002; Kotchoni & Gachomo, 2006; Shetty et al., 2008).   
 
Por otro lado, los ROS del espacio extracelular favorecen el entrecruzamiento de 
glicoproteínas para la diferenciación  y el reforzamiento de la pared celular, 
favoreciendo su resistencia a enzimas líticas microbianas, además de tener un 
demostrado efecto antimicrobiano sobre muchos patógenos (Bestwick et al., 1997; 
Kotchoni & Gachomo, 2006; Hammond-Kosack & Jones, 1996; Kawano, 2003; 
Shetty et al., 2008).  
 
Tras la llegada del patógeno, se produce una sobreproducción y acumulación de 
ROS en dos etapas, fenómeno conocido con el nombre de explosión oxidativa 
(Tenhaken et al., 1995; Doke et al., 1996; Lamb & Dixon 1997; Xing et al., 1997). Se 
inicia con una primera acumulación de ROS a concentraciones moderadas y sin 
riesgo para la viabilidad celular local, a los pocos minutos del establecimiento de la 
interacción planta-patógeno y con independencia del tipo de interacción 
establecida (acontece tanto en la PTI como en la ETI). En el caso del desarrollo de 
una ETI, pasadas unas horas tras la percepción patogénica, se produce una segunda 
explosión oxidativa de mayor magnitud y relacionada con la respuesta HR, que es 
crítica en la mayoría de los casos para definir el éxito de la resistencia en 
interacciones incompatibles.  
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En la muerte celular asociada a HR provocada por el incremento de las ROS hay que 
destacar la colaboración del NO (Romero-Puertas et al., 2004; Zeier et al., 2004; 
Hong et al., 2008; Wilson et al., 2008). De hecho, ha sido demostrado que el NO 
potencia el efecto de las ROS mediante su unión a los grupos hemo de ciertas 
enzimas detoxificadoras de ROS (como catalasas y ascorbato peroxidasas), 
inhibiendo su acción (Clark et al., 2000). 
 
2.2.- MAPKs: 
 
Las proteín-quinasas activadas por mitógeno (MAP-quinasas o simplemente 
MAPKs) actúan generalmente en forma de cascadas de activación de gran 
importancia en muy distintas vías de transducción y amplificación de señales 
intracelulares conservadas en los distintos reinos. Como esquema general, la 
cascada de MAPKs comienza con la activación mediante fosforilación de una MAP 
quinasa denominada MAPKKK, tras lo que se encuentra en disposición de fosforilar 
y por lo tanto activar, a los siguientes elementos en la cascada, las MAP quinasas 
MAPKK. De la misma manera las MAPKKs activas fosforilan a MAPKs (la tercera 
MAP quinasa de la cascada) que una vez activas pueden ser transportadas al núcleo 
donde activaran otros componentes de la señalización tales como factores de 
transcripción, regulando la expresión de genes de respuesta al estímulo 
(Khokhlatchev et al., 1998). 
 
En las interacciones planta-patógeno se han descrito multitud de evidencias que 
apuntalan la importancia de las cascadas de MAPK en las respuestas defensivas. Se 
ha propuesto que la percepción de distintos tipos de patógenos, así como el 
desarrollo de las diferentes respuestas defensivas (tanto PTI como ETI), confluyen 
en la activación de cascadas conservadas de MAPK (Asai et al., 2002a; Nakegami et 
al., 2005).  
Son conocidas las cascadas activadas bajo estímulos concretos como la mencionada 
cascada de MAPK activa tras el reconocimiento de la flagelina por el receptor 
transmembrana FLS2 (Asai et al., 2002a).  
De la misma manera se ha descrito la activación de este tipo de cascadas tras el 
reconocimiento de efectores y el aumento de niveles de las ROS, aunque su 
compleja regulación y la relación con las señalizaciones hormonales son aún 
inciertas.  
 
2.3.- RESPUESTA HIPERSENSIBLE o HR: 
 
Generalmente, en el desarrollo de la ETI en interacciones incompatibles, se 
produce una respuesta defensiva que incluye la muerte celular programada de las 
células que están en contacto con el patógeno, proceso que se conoce bajo el 
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nombre de Respuesta Hipersensible o HR. Debido al largo proceso de coevolución 
de las plantas con sus microorganismos patógenos, a día de hoy no resulta sencillo 
determinar si el desarrollo de la HR se origina como consecuencia del avance del 
patógeno o si por el contrario es activada por la acción de sustancias producidas 
por la propia planta con el objetivo de dificultar el crecimiento del mismo.  
En el caso de infecciones producidas por patógenos biotrofos, la necrosis del tejido 
en el lugar de infección podría frenar el avance del microorganismo ya que tales 
huéspedes requieren de células vivas para su desarrollo; pero al hablar de agentes 
hemibiotrofos y necrotrofos el papel de la HR resulta menos evidente, habiéndose 
descrito casos donde incluso favorece el desarrollo de la infección, como ocurre 
con el hongo necrotrofo Botrytis cinerea, que utiliza la HR para ampliar la zona de 
necrosis requerida para su nutrición (Govrin & Levine, 2000).  
 
En cualquier caso, la HR está asociada a una serie de procesos que acontecen en la 
secuencia defensiva, como la generación de ROS, los cambios en la polaridad y 
permeabilidad de membrana, el intercambio iónico, el reforzamiento de la pared 
celular, la fosforilación-defosforilación de proteínas, y la acumulación de 
determinadas moléculas como el SA y las proteínas relacionadas con la 
patogénensis (Talarczyk & Henning, 2001). 
 
2.4.- SEÑALIZACIÓN HORMONAL:  
 
En el estudio de las respuestas defensivas que se ponen en funcionamiento tras la 
percepción del patógeno, y la transmisión de la señal, se identificaron dos rutas 
mayores de señalización; una de ellas es dependiente del ácido salicílico (SA), y la 
otra (independiente de SA) es dependiente del ácido jasmónico (JA) y del etileno 
(ET). Así, la concentración de las fitohormonas SA, JA y ET es crucial a la hora de 
modular la respuesta defensiva vegetal. Desde esta visión clásica de la señalización 
hormonal, la activación de la ruta dependiente de SA tiene como consecuencia la 
puesta en funcionamiento de las defensas efectivas frente a patógenos de carácter 
biotrofo, tales como las especies pertenecientes a los géneros Pseudomonas e 
Hyaloperonospora. Por otro  lado, la activación de la ruta regulada por JA/ET se 
relaciona mayoritariamente con los mecanismos defensivos ligados a patógenos 
necrotrofos como los del género Botrytis y Erwinia (revisado en Glazebrook, 2005; 
Spoel et al., 2007).   
En realidad, la visión de las mencionadas rutas hormonales que actúan de forma 
independiente resulta, cada vez más, demasiado simplista, ya que se asume en una 
concepción más actual que las dos rutas no son totalmente independientes sino 
que existe una regulación cruzada de ambas a través de una compleja red de 
interacciones que determina la respuesta defensiva más adecuada frente a un 
patógeno específico (Dong, 1998; Feys & Parker, 2000a; Glazebrook, 2001; Kunkel 
& Brooks, 2002; Pieterse & Van Loon, 1999; Thomma et al., 2001a).  
  
19 
 
19 INTRODUCCIÓN 
Además, son cada vez más numerosas las evidencias que avalan la contribución de 
otras hormonas en la resistencia. De esta manera se han descrito interacciones de 
las dos rutas mayores con auxinas, giberelinas, brasinólidos y el ácido abscísico 
(ABA) (revisado en Spoel & Dong, 2008). 
- SA: 
 
El SA está involucrado en diversos procesos vegetales, habiéndose identificado su 
papel como regulador del crecimiento celular (Vanacker, et al., 2001), floración 
(Martínez, et al., 2004) o la termogénesis (revisaso en Klessig & Malamy, 1994; 
Malamy et al., 1992; Raskin, 1992; Shah et al., 1999).  
 
Así mismo son numerosas las observaciones que asignan al SA funciones clave en la 
defensa de las plantas tanto a nivel local como sistémico.  
Se observó que los niveles de SA aumentan en los tejidos infectados y que 
aplicaciones exógenas de dicha molécula o determinados análogos incrementan la 
resistencia a un amplio espectro de patógenos. Además, plantas transgénicas 
sobreexpresoras del gen bacteriano que codifica la enzima salicilato hidroxilasa 
(NahG), capaz de degradar el SA hacia catecol, muestran una elevada 
susceptibilidad a los mismos (Delaney et al., 1994; Vernooji et al., 1994; Lawton et 
al., 1995). Existen estudios que demuestran el requerimiento del SA en la inducción 
rápida de defensa tanto del tipo PTI como ETI. Además, un aumento en los niveles 
de SA es esencial para el establecimiento de resistencias a nivel sistémico, 
implicándose en la resistencia sistémica adquirida o SAR (Gaffney, 1993; Kunkel & 
Brooks, 2002; Ryals et al., 1996). 
 
La activación de la ruta del SA se relaciona con la expresión de un grupo de 
proteínas denominadas proteínas Relacionadas con la Patogénesis (PR) (revisado 
en Van Loon et al., 2006). Se distinguen dos grupos de PRs: las PR básicas (inducidas 
localmente alrededor de la HR y aparentemente no implicadas en SAR; Brederode 
et al., 1991) y las PR ácidas (como PR-1 y PR-2), respondiendo éstas últimas al SA y 
análogos de manera contundente y de forma tanto local como sistémica. Por ello, 
algunos genes PR cuya inducción es dependiente de SA se han utilizado 
clásicamente como marcadores del correcto funcionamiento de la vía, así como del 
establecimiento de SAR.  
 
La caracterización de mutantes de A.thaliana defectivos en la señalización 
hormonal del SA ha permitido una disección parcial de la vía, identificando 
elementos concretos, así como su relación con la respuesta defensiva. Es el caso de 
los mutantes eds (enhanced disease susceptibility; Dewdney et al., 2000), pad4 
(phytoalexin deficient4; Glazebrook et al., 1996), o sid2 (SA induction deficient2; 
Dewdney et al., 2000); todos ellos alterados en la producción de SA y mostrando 
una elevada susceptibilidad a diversos patógenos tales como P. syringae; H. 
  
20 
 
20 INTRODUCCIÓN 
arabidopsidis o Erysiphe sp. (Cao et al., 1994; Cao et al., 1998; Delaney et al., 1994; 
Reuber, 1998).  
 
Otro hito en la caracterización de la respuesta mediada por SA fue la 
caracterización del mutante npr1 (nonexpressor of PR genes; Cao et al., 1997). 
Además se identificaron diversos alelos de dicho gen, todos ellos defectivos en la 
defensa frente a patógenos biotrofos, la inducción de genes PR y la activación de 
SAR (Ryals et al., 1997; Shah et al., 1997). De la misma manera se ha observado un 
aumento en la resistencia al mismo tipo de patógenos en plantas sobreexpresoras 
de NPR1 (Cao et al., 1998; Chern et al., 2001).  
 
Actualmente ha sido demostrado que en el curso de una infección biotrofa se 
produce por un lado un aumento en los niveles de expresión del gen NPR1, y por 
otro la translocación de NPR1 al núcleo celular. Además, dicha translocación es 
requerida para estimular la transcripción de los genes PR (Kinkema et al., 2000; 
Zhandg et al., 1999; Fan & Dong, 2002). De hecho se piensa que en condiciones no 
inductivas NPR1 se encontraría de forma inactiva, formando multímeros asociados 
mediante puentes disulfuro en el citosol, y que tras la percepción de la señal se 
liberarían monómeros activos de dicha proteína (Mou et al., 2003) capaces de 
translocarse al núcleo y activar determinados factores de transcripción que 
regularían la expresión de genes dependientes de SA (Kinkema et al., 2000; Zhang 
et al., 1999; Zhou et al., 2000).  
 
En suma, todos los datos obtenidos posicionarían a NPR1 como molécula clave en 
la señalización del SA siendo (a falta del descubrimiento de un receptor como tal), 
el elemento situado tras la producción de la hormona, y estando por encima del 
resto de los componentes descritos.  
Sin embargo, a través de rastreos genéticos (con el aislamiento de dth9 – Mayda et 
al., 2000-;  o bien sni1 – Zhang et al., 1999), se han obtenido resultados que 
apuntan hacia la existencia de una ruta dependiente de SA e independiente de 
NPR1. 
 
- JA: 
 
De la misma manera que el SA, el JA se ha relacionado con diversas funciones 
biológicas en las que encuadramos el desarrollo del polen y las semillas, así como la 
defensa frente a herida, ozono, insectos y microorganismos patógenos (Creelman, 
& Mullet, 1997; Ecker, 1995; Li et al., 2001; Reymond & Farmer, 1998b; revisado en 
Browse, 2005).   
   
En este caso, los mecanismos defensivos mediados por el JA se muestran efectivos 
frente al ataque de patógenos necrotrofos, cuya estrategia de infección implica la 
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muerte de las células hospedadoras con el objetivo de obtener nutrientes. De 
forma paralela a lo que ocurre con los genes PR en el caso de la señalización 
mediada por SA, han sido identificados algunos genes cuya expresión es inducida 
por JA tales como PLANT DEFENSIN 1.2 (PDF1.2); THIONIN 2.1 (THI2.1); HEVEIN-
LIKE protein (HEL); VEGETATIVE STORAGE PROTEIN2 (VSP2) o CHITINASE B (CHIB).  
 
Así mutantes de A. thaliana afectados en la producción o percepción de dicha 
molécula manifiestan una marcada susceptibilidad frente al ataque de organismos 
necrotrofos así como una reducción en los niveles de expresión de los genes 
inducibles por JA. Entre dichos mutantes encontramos a jar1 (Jasmonic acid 
resistant), alterado en una sintetasa requerida para conjugar el JA con el 
aminoácido isoleucina y dar lugar a JA-ile, el cual se cree que es la forma activa 
para parte de las señalizaciones del JA, entre las que se incluye la defensiva 
(Staswick & Tiryaki, 2004).   
El mutante coi1 se encuentra impedido en una proteína F-box  que media la 
degradación vía proteosoma de miembros de la familia JAZ (jasmonate ZIM-
domain) (revisado en Staswick, 2008;  Fonseca et al., 2009). Así el Ja-ile induciría la 
degradación de los JAZ que funcionan como represores de genes de respuesta a JA 
(Chini et al., 2007; Thines et al., 2007).  
Otros mutantes descritos alterados en dicha vía son bik1 y bos1, pero así como en 
el caso de la inactivación de BIK1 (BOTRYTIS INDUCIBLE KINASE1) aparece una 
menor inducción de PDF1.2, que lleva ligado un incremento en la susceptibilidad al 
hongo B. cinerea (Veronese et al., 2006), la inactivación de BOS1 (BOTRYTIS 
SUSCEPTIBLE1) también relacionada con el incremento en la susceptibilidad al 
mismo hongo, provoca una inducción constitutiva de PDF1.2 (Mengiste et al. 2003). 
Así mismo, se han descrito mutantes que muestran una hiperactivación de esta 
ruta, acompañada de la inducción de PDF1.2 y resistencia a hongos necrotrofos 
como son jin1/myc2 (Lorenzo et al., 2004) y ocp3 (Coego et. al., 2005b). 
 
- ET: 
 
De manera clásica se ha relacionado al ET con la resistencia mediada por JA, ya que 
el ET es capaz de inducir algunos genes dependientes de JA como son PDF1.2, 
THI2.1, HEL y CHIB (Norman-Setterblad et al., 2000; Penninckx et al., 1998). 
Además, el correcto funcionamiento de ambas vías (JA y ET) es necesario para el 
establecimiento de la respuesta sistémica inducida (ISR; Ahn et al., 2007; Pieterse & 
Van Loon, 2004; Pieterse et al., 1996; Pieterse et al., 1998; Ton et al., 2001; Van 
Loon et al., 1998). Estos datos apuntaban a una vía común para ambas moléculas, 
teniendo el JA y ET efectos sinérgicos.  
 
Sin embargo, una vez más, esta visión podría matizarse con un posible cruce de 
ambas vías (Kunkel & Brooks 2002). Así, mutantes en la ruta del SA como npr1 o la 
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línea transgénica NahG, no presentan alteraciones en su respuesta defensiva al 
ataque del hongo necrotrofo A. brassicicola, de forma opuesta al mutante coi1, que 
muestra una susceptibilidad extrema. Por tanto puede considerarse que la defensa 
vegetal implicada es dependiente de JA e independiente de SA (Thomma et al., 
1998). En el establecimiento de la misma interacción, mutantes defectivos en el 
gen EIN2 no presentan alteración alguna en la respuesta defensiva, lo que 
resultaba contradictorio; aunque dichos mutantes exhiben una marcada 
susceptibilidad a otros hongos necrotrofos como B. cinerea, de la misma manera 
que lo hace coi1 (Penninckx et al., 1996; Thomma et al., 1999). 
 
Por lo tanto, la idea más extendida hoy en día se basa en que el ET podría regular la 
aparición y el desarrollo de sintomatología de manera positiva o negativa de forma 
específica en función de la interacción planta-patógeno establecida (Van Loon et 
al., 2006).   
 
2.5.- RESPUESTAS SISTÉMICAS: 
 
Además de las respuestas defensivas que se activan en el lugar de infección, los 
organismos vegetales han desarrollado diversas respuestas defensivas que se 
activan (tras el comienzo de una infección local) en toda la planta de manera 
sistémica, con el objetivo de aumentar la velocidad y magnitud de la defensa. Las 
respuestas sistémicas proporcionan protección de larga duración frente al posible 
ataque posterior de un amplio espectro de patógenos invasores (Ryals et al., 1996; 
Delaney, 2000). 
Entre las respuestas sistémicas mejor estudiadas hasta la fecha se encuentran la 
Resistencia Sistémica Adquirida (SAR), activada por patógenos necrotizantes; la 
Resistencia Sistémica Inducida (ISR), disparada tras la colonización de las raíces 
vegetales  por parte de determinadas cepas de rizobacterias no patógenas; y la 
Resistencia Inducida por Herida (WIR), que tiene lugar tras el daño de los tejidos 
ocasionado por herbívoros (Pieterse & Van Loon, 2004). 
 
- SAR: 
 
La Resistencia Sistémica Adquirida (Ross, 1961) es la respuesta sistémica más 
estudiada hasta la fecha. Es conocido que para el establecimiento de SAR es 
necesario un aumento tanto local como sistémico de los niveles de SA, que conlleva 
la expresión de genes relacionados como las mencionadas proteínas PR ácidas 
(Vernooij et al., 1994). Como aval de dicho requerimiento del SA para la inducción 
de SAR se sabe que la aplicación exógena de SA, tanto en plantas de A. thaliana 
como de tabaco, induce la expresión de dichos genes y pone en funcionamiento  
SAR (Malamy et al., 1990; Uknes et al., 1993; Ward et al., 1991), así como que 
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plantas transgénicas NahG (incapaces de acumular SA) son incapaces de desarrollar 
SAR (Gaffney et al., 1993).  
Sin embargo, aunque la importancia del SA en SAR es evidente, no se conoce cuál 
es la señal móvil que activa SAR en los tejidos distales, aunque no parece ser el 
propio SA (Vernooij et al., 1994; Sticher et al., 1997). 
 
Como se ha comentado con anterioridad, en la vía de señalización del SA, pero 
aguas abajo de la percepción de dicha molécula, se encuentra la proteína NPR1, 
requerida para la expresión de las PR asociadas. Se piensa que tras el desarrollo de 
la respuesta hipersensible que acontece en el lugar de entrada del patógeno y la 
explosión oxidativa asociada (también relacionada con el incremento en los  niveles 
de SA), se produciría la monomerización de NPR1 (debido a la ruptura de los 
puentes disulfuro producido por los cambios redox), lo que permitiría la 
continuidad de la señal con la translocación de NPR1 al núcleo celular y la inducción 
de la expresión de los genes PR (Dong, 2004; Pieterse & Van Loon, 2004). Así, se 
relaciona la inducción de SAR con la activación de NPR1 y la expresión de los genes 
PR, pero no es descartable la existencia de componentes adicionales 
independientes como pone de manifiesto la existencia del mencionado mutante 
dth9 incapaz de ejecutar una respuesta SAR efectiva aun manteniendo intacta la 
acumulación de SA y la inducción de los genes PR (Mayda, et al., 2000).   
  
- ISR: 
 
Aunque la Respuesta Sistémica Inducida había sido observada en la naturaleza, las 
bases moleculares fueron establecidas tras el estudio de la interacción de la 
rizobacteria no patógena Pseudomonas fluorescens WCS417r y Arabidopsis. La 
colonización de las raíces por parte de dicha bacteria induce resistencia frente a 
posteriores infecciones por parte de diversos patógenos en diversas especies 
vegetales (Vanpeer et al., 1991; Leeman et al., 1995; Duijff et al., 1998; Pieterse et 
al., 1996; Van Wees et al., 1997).  
Así como en el caso de la SAR es requerido el SA para el desarrollo correcto de la 
respuesta, para la ISR parece ser necesario el funcionamiento de las señalizaciones 
mediadas por JA y ET. Así, mutantes defectivos en las rutas de señalización o 
síntesis de estas hormonas son incapaces de establecer una ISR eficaz, mientras 
que aplicaciones exógenas de JA o ACC (precursor de ET) inducen resistencia frente 
a P.s.t. DC3000 (Pieterse et al., 1998). Además, a diferencia de lo que ocurría con 
los niveles de SA en la inducción de SAR, análisis de tejido tanto local como 
sistémico han revelado que en el establecimiento de ISR no son necesarias 
variaciones en los niveles de JA o ET, apuntando a variaciones en la sensibilidad a 
dichas hormonas.  
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Por otro lado, la inducción de tal respuesta se ha demostrado independiente de la 
acumulación de SA y la expresión de genes PR, ya que tanto plantas transgénicas 
NahG, como mutantes deficientes en la inducción de SA (Nawrath & Metraux, 
1999), son capaces de inducir ISR a niveles normales (Pieterse, et al., 2000); aunque 
el hecho de que el mutante npr1 (identificado como regulador clave de SAR y 
requerido para la inducción de los genes PR) muestre defectos en la inducción de 
dicha respuesta aporta un grado de complejidad a la biología molecular de este 
fenómeno (Cao et al., 1994; Pieterse et al., 1998).    
 
Por todo ello, se postula que las respuestas SAR e ISR compartirían elementos 
comunes (como el regulador de defensa NPR1) y protegen a la plante frente a 
rangos solapantes de patógenos. Sin embargo, requieren rutas de señalización 
diferentes para su activación, mientras SAR requiere la ruta del SA, ISR requiere la 
del JA/ET.  
 
2.6.- PAPEL DE LOS ARN PEQUEÑOS EN LA DEFENSA VEGETAL: 
 
En la última década del siglo XX se produjo un cambio en la concepción de las 
funciones biológicas del ARN, asignándosele papeles más allá del que desarrolla 
como intermediario entre el genoma y las funciones celulares. Entre estas 
funciones encontramos ARNs con función catalítica y ARN reguladores de la 
expresión génica. Dentro de éstos últimos se enmarcan los ARN de pequeño 
tamaño.  
 
En las células eucariotas y en concreto en los tejidos vegetales, se acumula una 
gran variedad de ARNs de pequeño tamaño (18-25 nucleótidos), la mayor parte de 
ellos implicados en la regulación de la expresión génica a distintos niveles (revisado 
en la colección de artículos Special Issue: Noncoding and small RNAs de Trends in 
Plant Science, 2008). En general, aunque sus tamaños, secuencias, biogénesis y 
actividades son muy diversas, en la mayoría de los casos se relacionan estos ARN 
con la represión de la expresión génica.  Actualmente, se han asignado a dichos 
ARN funciones relacionadas con el patrón de desarrollo vegetal, el mantenimiento 
de la integridad del genoma y la respuesta tanto a estrés biótico como abiótico 
(Baulcombe, 2004; Buchon & Vaury, 2006; Ding & Voinnet, 2007; Kloosterman  & 
Plasterk, 2006). 
 
El papel que los ARN pequeños de diversa naturaleza desempeñan en las 
respuestas defensivas vegetales es un tema emergente y complejo (Revisado en 
Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009). 
 
Algunos ARNs pequeños son producidos directamente a partir de ácidos nucleicos 
derivados del patógeno. En este grupo se incluyen ARNs que tienen origen viral. En 
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los procesos de replicación viral y como consecuencia de éstos, en las células 
hospedadoras se producen moléculas de ARN bicatenario o duplexo que se 
denominan ARN pequeños virales primarios. Durante este proceso se producen a 
su vez, otras moléculas de ARN duplexo secundario como consecuencia de la 
actividad de ARN polimerasas ARN dependientes (RDR) de la célula hospedadora, 
implicadas en la biogénesis de ARNs pequeños que median la respuesta antiviral. La 
actividad de dichas RDR de la célula hospedadora es estimulada por la carencia de 
determinadas “marcas de calidad” en el ARN simplexo tales como el 5´-cap o la cola 
polyA en 3´ (revisado en Voinnet, 2008). Estas proteínas son también requeridas 
para el silenciamiento sistémico. De la misma manera se ha observado un 
requerimiento de otras proteínas relacionadas con la biosíntesis de ARNs pequeños 
para la defensa antiviral como son las endonucleasas DICER LIKE (DCLs), proteínas 
ARGONAUTE (AGO) o la 2´-OH 3´terminal metilasa HUA ENHANCER 1 (HEN1) 
(Blevins et al., 2006; Deleris, 2006; Donaire et al., 2008; Lozsa et al., 2008; 
Moissiard et al., 2007; Qu et al., 2008). 
 
En vertebrados los ARN virales duplexos son percibidos como PAMPs a través de 
receptores específicos. En el caso de las plantas, aunque no ha sido demostrada la 
existencia de receptores de ARN duplexo viral; se ha observado la inducción de la 
expresión de diversos componentes del silenciamiento relacionados con la defensa 
antiviral por hormonas vegetales tales como el SA (Alamillo et al., 2006), cuya 
producción se estimula típicamente en la PTI. De hecho, la detección de PAMPs 
virales parece no restringirse a moléculas de ARN duplexo ya que por ejemplo la 
triada catalítica GDD, presente en todas las replicasas de virus cuyo genoma es ARN 
(O´Reilly & Kao, 1998), se comporta como un PAMP viral.  
 
Por el contrario, otros patógenos inducen modificaciones en los perfiles de ARN 
pequeños de la célula hospedadora, lo que impacta en la expresión de reguladores 
o ejecutores de la respuesta defensiva vegetal.  
Al respecto se han descrito hasta la fecha algunos casos que relacionan la PTI con 
variaciones en un tipo concreto de los mencionados ARN pequeños, los ARN micro 
(ARNmi). En general tras la percepción de PAMPs se producen cambios en los 
perfiles globales de ARNmi. El balance de las diversas poblaciones de ARNmi media 
el desarrollo de una correcta respuesta PTI (figura I.4). Así, tras la percepción de 
PAMPs se produce un aumento en los niveles de determinados ARNmi cuya acción 
media la represión de reguladores negativos de la respuesta defensiva como 
determinados componentes de la señalización de auxinas (Fahlgren et al., 2007; 
Navarro et al., 2006; Pavet et al., 2006). De forma paralela en el tiempo, se produce 
una disminución en los niveles de otros ARNmi que en ausencia del estímulo 
patogénico se encontrarían reprimiendo reguladores defensivos positivos y 
efectores de la respuesta como los genes R y receptores del tipo RLKs (Fahlgren et 
al., 2007; Katiyar-Agarwal & Jin, 2007; Lu et al., 2007).   
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Figura I.4: Cambios en los perfiles de ARNmi durante el desarrollo de PTI.  
Adaptado de Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009. 
 
Por otro lado se han identificado otros tipos de ARN pequeños implicados en la ETI, 
relacionando nuevamente las rutas  moleculares en las que se implican tales ARN 
con la defensa vegetal (Katiyar-Agarwal  et al., 2007; Katiyar-Agarwal et al., 2006). 
La contribución concreta de cada una de las vías de ARN pequeños en cada etapa 
de la defensa vegetal permanece aún bajo incertidumbre, existiendo además la 
posibilidad de que las diversas rutas interaccionen entre sí, lo que complica aún 
más los estudios al respecto.  
 
A este nivel, podemos remarcar la contribución del laboratorio al estudio de las 
relaciones de los ARNs pequeños y las respuestas defensivas, con la identificación 
del mutante ocp11/ago4-2 a través de procedimientos de genética directa. Dicho 
mutante muestra alteraciones en determinados procesos mediados por pequeños 
ARN así como un defecto grave en la defensa frente a agresiones patogénicas 
(Agorio & Vera, 2007). 
 
A lo largo del capítulo segundo profundizaremos en el tema desarrollado en el 
presente epígrafe, aportando una visión más detallada de la implicación de las 
diversas vías de ARN pequeños en la defensa vegetal que nos permitirá encuadrar 
el trabajo desarrollado. 
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OBJETIVOS: 
 
Teniendo como última finalidad contribuir a profundizar en los mecanismos que 
subyacen a la regulación del gen Ep5C y, por lo tanto, a la respuesta defensiva 
vegetal frente al ataque de microorganismos patógenos, se establecieron los 
siguientes objetivos:  
 
1. Identificar la lesión genética portada por el mutante ocp1 responsable de 
su fenotipo, manifestado como desregulación de la expresión del transgen 
PEp5C:GUS. Caracterizar molecular y fenotípicamente a ocp1 mediante el 
estudio de su comportamiento en respuesta al ataque por parte de 
microorganismos patógenos, incluyendo patógenos biotrofos, necrotrofos 
y virus.  
 
2. Estudiar la contribución de la ruta de metilación de ADN mediada por 
pequeños ARN interferentes (RdDM) en la defensa vegetal. Analizar para 
ello las respuestas defensivas de mutantes defectivos en diversos 
compontes clave para dicha vía frente al ataque por patógenos. En este 
sentido, debido a la localización de los mencionados componentes en 
regiones adyacentes o pertenecientes a las estructuras nucleares 
denominadas Cuerpos de Cajal, se analizará de la misma manera la 
contribución de tales estructuras subcelulares en la defensa.  
 
3. Analizar las implicaciones de la RdDM en la respuesta a sequía mediada 
por ABA, así como en el desarrollo estomático, con el objetivo de 
relacionar los distintos fenotipos observados en los diversos mutantes. 
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ANTECENTES: 
 
Como se ha mencionado con anterioridad, la respuesta de las plantas al ataque de 
microorganismos patógenos implica cambios en la transcripción de numerosos 
genes.  
En el laboratorio donde se ha desarrollado el trabajo se identificó como parte de 
esta plétora de genes implicados en la defensa el gen Ep5C de tomate (Solanum 
lycopersicum). En tomate, la expresión del gen Ep5C, que codifica una peroxidasa 
catiónica extracelular, se induce en respuesta a la infección causada por la bacteria 
Pseudomonas syringae así como por peróxido de hidrógeno, de forma rápida y 
específica (Coego et al., 2005a). 
Debido a tales características se consideró a Ep5C como una herramienta de gran 
utilidad en posteriores investigaciones que contribuyesen a indagar en el 
conocimiento de los mecanismos implicados en la defensa vegetal. 
 
Para su uso con tal finalidad, se aisló el promotor del gen Ep5C de tomate y se 
fusionó al gen marcador β-glucuronidasa (GUS). Con esta construcción se 
generaron plantas transgénicas en el organismo modelo Arabidopsis thaliana. Estas 
plantas transgénicas, en las que se corroboró la activación del promotor de Ep5C en 
respuesta a peróxido de hidrógeno e infección por Pseudomonas syringae, se 
utilizaron como material de partida para la identificación de mutantes 
desregulados en la expresión del gen Ep5C, ya que estos mutantes podrían 
presentar lesiones en genes implicados en la regulación de Ep5C y, por tanto, en las 
vías de señalización que median la respuesta de las plantas frente al ataque de 
patógenos.   
 
Así se llevó a cabo un rastreo teniendo como criterio la expresión constitutiva 
(desregulada) del gen marcador GUS, por lo que los mutantes aislados se 
denominaron ocp (overexpressor of cationic peroxidase).  
 
Entre los mutantes ocp que han sido identificados y caracterizados con éxito se 
encuentran los mutantes ocp3 y ocp11, ambos relacionados con la respuesta 
defensiva.  
 
Bajo los mencionados antecedentes quedaba justificado el interés por abordar la 
identificación y caracterización de otro de los mutantes ocp, el mutante ocp1, como 
punto de partida que nos permitiese continuar contribuyendo al descubrimiento de 
los sistemas defensivos vegetales.  
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Cartografiado genético y 
caracterización del mutante ocp1 de 
Arabidopsis thaliana:  
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1.- ESTUDIO DEL MUTANTE ocp1: 
 
Como se describe en la introducción y antecedentes, la respuesta defensiva de las 
plantas al ataque de un patógeno implica cambios en la transcripción de 
numerosos genes entre los que se encuentra Ep5C (Coego et al., 2005a). Ep5C, 
identificado originalmente en tomate (Solanum lycopersicum), codifica una  
peroxidasa catiónica extracelular; cuya expresión se induce en respuesta a la 
infección causada por la bacteria Pseudomonas syringae, probablemente como 
consecuencia directa de la producción de peróxido de hidrógeno (-H2O2- molécula 
del tipo ROS producida durante la respuesta defensiva de la planta).  
 
Se han descrito en plantas multitud de peroxidasas, en su mayoría extracelulares o 
vacuolares que participan en diversos procesos de oxido-reducción, (Carpin et al., 
1999) empleando H2O2 como agente oxidante. Algunas de las mencionadas 
peroxidasas inducen su expresión durante el desarrollo (de Marco et al., 1999), en 
respuesta a estrés abiótico (Price et al., 2003) o bien biótico (Lamb & Dixon, 1997). 
Las características más sorprendentes de Ep5C fueron su extremadamente rápida 
inducción, encontrando un aumento de la transcripción incluso a las dos horas de 
la aplicación del estímulo, y su especificidad en cuanto a la percepción de éste 
(Figura 1.1).  La inducción de Ep5C es patente tras la aplicación de un estímulo 
biótico como es la infección con la bacteria biotrofa P. syringae, y curiosamente 
tras la aplicación de su hipotético co-sustrato, el H2O2 (figura 1.1a). Es cierto que el 
H2O2 cumple un importante papel durante la defensa de la planta, pero lo 
realmente impactante es que otras moléculas estrechamente relacionadas con la 
señalización disparada frente a patógenos no promuevan la inducción de Ep5C.  
Así, Ep5C no muestra un aumento en su transcripción en respuesta a la herida, ACC 
(precursor del etileno) o MeJA, consideradas hormonas clave en la defensa frente a 
patógenos necrotrofos; ni al SA, considerada la vía hormonal principal en  
respuesta a patógenos biotrofos (figura 1.1b). 
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Figura 1.1: Inducción de Ep5C por P. syringae y H2O2.  
Extraído de Coego et al., 2005a. 
 
Otro aspecto interesante del gen Ep5C es el hecho de que plantas de tomate 
antisentido para dicho gen que mostraron una menor expresión de éste se 
comportaban como resistentes a infecciones bacterianas con P.s.t DC3000 (Coego 
et al., 2005a). Estos datos apuntaban a un requerimiento de Ep5C para el desarrollo 
de la infección, sugiriendo por lo tanto, un papel como factor de provirulencia.   
 
Debido al interés suscitado por dicho gen, y su expresión característica, el 
promotor de Ep5C fue aislado y fusionado al gen marcador β-glucuronidasa (GUS). 
Con esta construcción (PEp5C:GUS) se generaron plantas transgénicas en el 
organismo modelo Arabidopsis thaliana con el objetivo de utilizar dichas líneas 
como herramienta para profundizar en  los mecanismos moleculares que subyacen 
a la regulación del gen Ep5C. Tales transgénicas estables mostraban una tinción 
histoquímica GUS positiva únicamente cuando eran estimuladas por inductores del 
gen Ep5C de tomate, lo que indica una regulación similar del gen en Arabidopsis y 
hacía factible una estrategia de búsqueda de mutantes desregulados en su 
expresión. Con esa finalidad y a partir de una población de semillas transgénicas 
PEp5C:GUS (en concreto se seleccionó la línea 5.2), se procedió a una mutagénesis 
utilizando como agente químico mutágeno el metano-sulfonato de etilo (EMS) que 
provoca mutaciones puntuales por sustitución de nucleótidos. Generalmente las 
alteraciones producidas por el EMS se deben a la alquilación de guaninas que tras 
un ciclo de replicación origina sustituciones de guaninas por adeninas o bien 
citosinas por timinas (Greene et al., 2003).  
Tras la mutagénesis se obtuvo una colección de mutantes que mostraban expresión 
constitutiva del gen marcador GUS, a los que se denominó ocp (overexpressor of 
cationic peroxidase). Dichos mutantes podrían presentar lesiones en genes 
implicados en la regulación de Ep5C y por tanto en las vías de señalización que 
median la respuesta de las plantas frente al ataque de patógenos (Coego et al., 
2005a).   
 
En el laboratorio se han identificado y caracterizado los genes alterados en los 
mutantes ocp3 y ocp11, ambos relacionados con la respuesta defensiva. 
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El mutante ocp3 codifica un factor transcripcional miembro de la familia de los 
Homeobox (Coego et al., 2005b). En este caso la caracterización fenotípica del 
mutante posiciona a la proteína OCP3 como un regulador negativo  implicado tanto 
en la resistencia de la planta frente a hongos necrotrofos, tales como Botrytis 
cinerea y Plectosphaerella cucumerina (Coego et al., 2005b), como en la resistencia 
de las plantas a periodos de sequía (Ramírez et al., 2009). Tales datos nos permiten 
hablar de una integración de la vía de señalización del ácido jasmónico (implicado 
en la respuesta a necrotrofos) y el control de la apertura estomática mediada por 
ABA (Coego et al., 2005b; Ramírez et al., 2009). 
 
Por otro lado el mutante ocp11 porta una mutación en el gen ARGONAUTA4 
(AGO4), componente de la ruta metilación de ADN mediada por pequeños ARN 
interferentes (ARNsi) (Agorio & Vera, 2007).   
La ruta de metilación de ADN mediada por ARN pequeños interferentes (RdDM), es 
un proceso descubierto en plantas; en el que, a través de toda una compleja 
maquinaria molecular se generan pequeños ARN que median la metilación y el 
silenciamiento génico de sus secuencias complementarias en el genoma (Grewal & 
Elgin, 2007; Zaratiegui et al., 2007). 
El análisis fenotípico del mutante ocp11 (renombrado con posterioridad ago4-2) 
indica que AGO4 es esencial para la respuesta de las plantas al ataque de 
microorganismos biotrofos tales como la bacteria Pseudomonas syringae, 
relacionando así la vía de RdDM con la respuesta defensiva de las plantas. 
Esta vía se ha perfilado en los últimos años como una nueva forma de regulación de 
la expresión génica de gran relevancia e interés. Sin embargo, pese a ser muy 
estudiada, dada su complejidad y reciente conocimiento, los papeles biológicos en 
los que se ha implicado hasta el momento son escasamente entendidos (revisado 
en Sunkar et al., 2007 y Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009) por lo que actualmente 
estudios que aporten alelos para los genes de la ruta así como fenotipos asociados 
siguen teniendo un gran interés. 
 
En este capítulo se presenta el cartografiado genético y caracterización del 
mutante ocp1, aislado al igual que el resto de los ocp, por presentar una expresión 
constitutiva de la construcción PEp5C:GUS. Además, ocp1 muestra, un 
comportamiento no alélico con otros de los mutantes ocp.  
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2.- CARACTERIZACIÓN GENERAL DEL MUTANTE ocp1: 
 
En este apartado se procede al análisis del mutante ocp1, como herramienta 
genética aplicada tanto al estudio de la regulación trascripcional del gen Ep5C, 
como al entendimiento de las cascadas de transducción de señales implicadas en 
las respuestas desarrolladas en las plantas frente a los microorganismos patógenos.  
 
En la figura 1.2 se presentan algunas de las características del mutante ocp1. El 
mutante muestra una tinción histoquímica positiva al tratar con el cromógeno X-
Gluc, tinción que no se detecta en la línea parental 5.2 (línea transgénica portadora 
de PEp5C:GUS) (figura 1.2B). Al analizar el mismo tipo de tinción en etapas 
tempranas del desarrollo, encontramos que el mutante muestra una tinción 
diferencial desde los primeros estadíos  de crecimiento (plántulas de 15 días), 
localizándose la deposición del sustrato de color azul tanto en el hipocotilo como 
en los haces vasculares de los cotiledones (figura 1.2A).   
En relación a la arquitectura y morfología del mutante, no se han encontrado 
alteraciones evidentes en plantas crecidas bajo diferentes regímenes lumínicos, por 
lo que podemos considerar que la alteración que porta ocp1 no está 
estrechamente relacionada con procesos básicos de desarrollo (figura 1.2C).  
 
A                                                  B         
                       
 
C 
 
 
 
  
43 
 
CAPÍTULO 1 43 
 
Figura 1.2: Características fenotípicas del mutante ocp1.  
A y B: Tinción histoquímica GUS del mutante ocp1 respecto a su línea parental 5.2 (línea parental 
silvestre portadora de PEp5C:GUS). (A) Tinción de plántulas tras 15 días de crecimiento; (B) Tinción en 
hojas expandidas de plantas adultas tras 35 días de crecimiento. (C): Fenotipo morfológico del mutante 
ocp1 crecido en condiciones lumínicas de día corto (10 horas de luz y 14 de oscuridad) y día largo (14 
horas de luz y 10 de oscuridad).  
 
2.1.- ESTUDIO DE DOMINANCIA DE LA MUTACIÓN ocp1:  
 
Tras el aislamiento del mutante, se dio paso a su caracterización genética, para lo 
que se analizó la segregación del fenotipo observado en cuanto a la sobreexpresión 
del gen reportador GUS en poblaciones F1 y F2 derivadas del cruce de la línea 
mutante homocigota ocp1 con la línea parental 5.2 (PEp5C:GUS). La tinción con X-
Gluc de las plantas en la generación F1 resultó negativa, lo que parecía 
corresponder con la manifestación fenotípica de un alelo recesivo (según la Ley de 
la Uniformidad de la F1 de Mendel). Tras caracterizar la población F2 para dicho 
fenotipo se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 1.1, encontrando dos 
tipos de comportamiento tras la tinción con el cromógeno: Una tinción negativa 
similar a la de la línea parental en una proporción de ¾, y una potente tinción 
positiva similar al mutante en homocigosis en una proporción aproximada a ¼ . 
Tales resultados corroboran la hipótesis formulada tras el análisis del mutante en 
F1 evidenciando una segregación mendeliana para un alelo recesivo.  
 
Cruce 
Total 
plantas 
F2 
GUS 
( - ) 
GUS 
(+) 
Hipótesis 
Ho 
x
2
 
Carácter 
de la 
mutación 
ocp1 x 
5.2 
144 111 33 3:1 0,314 Recesivo 
 
Tabla 1.1 : Análisis de la segregación del mutante ocp1.  
Segregación de la tinción histoquímica de la acividad β-glucuronidasa (GUS) en la población F2 obtenida 
del cruce ente plantas silvestres de la línea parental (PEP5C:GUS) y el mutante ocp1. La hipótesis nula 
(H0) se acepta, con un error máximo del 5 %, cuando χ2 <3,841 para un grado de libertad. 
 
Tres retrocruces fueron llevados a cabo entre el mutante y la línea parental, 
confirmándose tras el análisis de los descendientes en cada una de las ocasiones 
los resultados obtenidos con anterioridad. La conclusión inferida del estudio de los 
datos es que la alteración génica que porta el mutante ocp1 parece ser monogénica 
y de carácter recesivo, lo que podría indicar una pérdida de función del gen 
alterado por la mutación.   
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3.-  CARACTERIZACIÓN DE LA RESPUESTA DEL MUTANTE ocp1 FRENTE A 
MICROORGANISMOS PATÓGENOS:  
 
Como ha sido mencionado con anterioridad, el mutante ocp1 proviene de un 
rastreo genético de mutantes sobreexpresores de la construcción PEp5C:GUS. Tal 
rastreo fue llevado a cabo utilizando como herramienta las características del gen 
Ep5C en cuanto a su inducción en respuesta a patógenos, con el objetivo de 
obtener mutantes que porten alteraciones en genes relacionados con la inducción 
de la expresión de dicho gen y por ende pudiendo estar implicados en las vías de 
señalización que median la respuesta de las plantas a los microorganismos 
patógenos. De hecho, dos de los mutantes procedentes del mismo rastreo (ocp3 y 
ocp11) que han sido ampliamente caracterizados  muestran alteraciones en ciertas 
respuestas defensivas, avalando así el razonamiento del rastreo (Coego et al., 
2005b; Ramírez et al., 2009; Agorio & Vera, 2007).  
Por las razones expuestas,  en la caracterización del mutante ocp1 se propuso un 
estudio de la respuesta defensiva en plantas homocigotas para la mutación ocp1 
respecto a su línea parental 5.2, habiendo sido ésta caracterizada con anterioridad, 
sin mostrar variaciones respecto a una línea silvestre del mismo ecotipo (Col-0).  
Para ello se realizaron infecciones controladas con distintos tipos de patógenos,  la 
posterior medición del crecimiento microbiano y la evaluación de síntomas en cada 
uno de los casos, así como el estudio de la inducción de genes marcadores de las 
diferentes rutas de señalización implicadas en la defensa.  
 
3.1.- EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA DEL MUTANTE ocp1 FRENTE A LA INFECCIÓN 
BACTERIANA DE Pseudomonas syringae DC3000: 
 
Dado que el gen Ep5C se induce tras la infección bacteriana, y que el mutante 
ocp11, el cual emerge del  mismo rastreo, muestra un fenotipo claro de 
susceptibilidad frente a diferentes cepas de Pseudomonas syringae (Agorio & Vera, 
2007), resultaba de evidente interés la evaluación del estado de las rutas de 
defensa implicadas en dicha respuesta para el mutante ocp1.   Con el objetivo de 
evaluar la susceptibilidad del mutante ocp1 frente a la bacteria biotrofa P.s.t 
DC3000, se llevaron a cabo inoculaciones tanto con una cepa virulenta, como 
avirulenta (AvrRmp1) de dicha bacteria, cuantificándose posteriormente el 
crecimiento bacteriano a los 3 y 5 días tras la inoculación.   
 
Los mecanismos de defensa establecidos en los dos tipos de interacciones son 
diferentes. En una interacción incompatible (llevada a cabo por una cepa 
bacteriana avirulenta), se pone en funcionamiento la respuesta basal secundaria 
activada por efectores (gen a gen). Como se describe más extensamente en la 
introducción, con el objetivo de evadir la respuesta PTI vegetal, los patógenos 
pueden manipular las células hospedadoras con sus moléculas efectoras, y tales 
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efectores (o las alteraciones causadas por ellos) pueden ser reconocidos por 
proteínas receptoras de la planta, capaces de identificarles como tal. Tras el 
reconocimiento, la planta dispara señales intracelulares que activarán mecanismos 
defensivos. En el caso de la bacteria P.s.t DC3000 se han identificado algunos de 
estos efectores entre los que se encuentra AvrRpm1 (Kim et al., 2005). Es conocido 
que el efector AvrRpm1 fosforila a la proteína de defensa vegetal RIN4, marcándola 
para su degradación. La NB-LRR citoplásmica RPM1 es capaz de detectar la forma 
de RIN4 fosforilada (Mackey et al., 2002; Kim et al., 2005), tras lo que se induce una 
respuesta defensiva secundaria dependiente de NDR1 y RAR1 (Hammond-Kosack & 
Parker, 2003). Así, si se produce un ataque por parte de bacterias portadoras del 
gen de avirulencia AvrRpm1 hacia plantas que posean el gen de resistencia RPM1, 
se disparará la inmunidad activada por efectores (respuesta ETI), dicha interacción 
será de carácter incompatible y la planta por tanto resistente a la infección.  Con el 
objetivo de evaluar la ETI en el mutante ocp1, se realizaron inoculaciones utilizando 
la cepa de la bacteria P.s.t DC3000 portadora del gen AvrRpm1 (cepa P.s.t DC3000  
AvrRpm1) como avirulenta, ya que para dicha cepa, la planta silvestre Col-0 
muestra una resistencia de cultivar (es decir posee el gen guardián RPM1 y por lo 
tanto es resistente a la infección).  En este caso, se utilizó como control para 
monitorizar la interacción, el mutante rpm1 (que se comporta como susceptible, al 
ser defectivo en la proteína de resistencia RPM1).  
 
Como se muestra en la figura 1.3 A tras el establecimiento de una interacción de 
tipo incompatible en los genotipos Col-0, ocp1 y rpm1 con la bacteria P.s.t DC3000 
AvrRpm1, no se encontraron diferencias en el crecimiento bacteriano entre Col-0 y 
ocp1. Por el contrario es apreciable un mayor crecimiento bacteriano en las plantas 
rpm1 utilizadas como control interno del experimento.    
 
Por otro lado, pretendiendo originar en la planta una respuesta defensiva tras una 
interacción compatible (llevada a cabo por una cepa bacteriana virulenta),  fue 
utilizada una cepa de P.s.t DC3000 carente del efector AvrRmp1. Sin la actividad del 
efector, la bacteria escapa a los sistemas de monitorización vegetales, lo que le 
permite desarrollar infecciones exitosas y ocasionar enfermedad.   
Se considera a la cascada de señalización mediada a través del SA como la de 
mayor importancia en la respuesta defensiva para el caso de un ataque con 
microorganismos biotrofos (Kunkel & Brooks, 2002); ya sea disparada a través de 
una PTI o ETI. Teniendo en cuenta de nuevo, los datos expuestos en la 
introducción, sabemos que NPR1 es un regulador central de dicha vía, habiendo 
sido los mutantes npr1 extensamente caracterizados en cuanto a su 
comportamiento frente P.s.t DC3000. De manera concordante, los mutantes npr1 
muestran una mayor susceptibilidad frente a organismos biotrofos, siendo a su vez 
incapaces de activar la expresión de ciertos genes considerados como marcadores 
en dicho tipo de respuesta, tales como el gen PR1 (Durrant & Dong, 2004; Pieterse 
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& Van Loon, 2004). Por ello, el mutante npr1 fue utilizado en los análisis de 
susceptibilidad bacteriana como punto de referencia.  
 
En la figura 1.3 B, se muestran los resultados obtenidos para plantas mutantes ocp1 
respecto a plantas silvestres y el mutante npr1 tras realizar la inoculación con la 
cepa virulenta de la bacteria, forzando el establecimiento de una interacción 
compatible. 
              
 A 
   
 B 
 
Figura 1.3: Evaluación de la respuesta del mutante ocp1 frente a la bacteria P.s.t  
DC3000. Los gráficos muestran el número de unidades formadoras de colonias por unidad de peso 
fresco medido a los 0, 3 y 5 días tras la inoculación mediante inmersión de plantas de 15 días de edad 
crecidas  en condiciones de día corto con una suspensión bacteriana de 5x107 ufc/ml de las cepas  P.s.t 
DC3000 AvrRpm1 (A) y P.s.t DC3000(B). Las barras de error representan el desvío estándar de la 
media. Los ensayos fueron repetidos 3 veces mostrando en todos los casos comportamientos similares 
donde ocp1 no muestra diferencias estadísticamente significativas respecto a su línea parental 5.2.  
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Ninguna diferencia significativa fue encontrada entre el mutante ocp1 y la línea 
silvestre (Col-0), siendo por el contrario, evidente la mayor susceptibilidad 
mostrada por el mutante npr1. 
Con los datos obtenidos, podemos concluir que hasta el momento, no tenemos 
evidencias de alteraciones en las respuestas defensivas en el mutante ocp1, al 
menos para los microorganismos ensayados.   
 
3.2.- INDUCCIÓN DE GENES MARCADORES DE DEFENSA EN ocp1 DURANTE LA 
INFECCIÓN CON P. s. t DC3000:  
 
Como ha sido descrito en la introducción, generalmente en estado basal, los genes 
PR (PATHOGENESIS RELATED) se transcriben a tasas muy bajas, aspecto que cambia 
tras la llegada de un patógeno a la planta. Existen determinados genes PR cuya 
inducción es dependiente de SA y mediado por la proteína NPR1. Por ello, el 
análisis de la tasa transcripcional de dichos genes se considera un indicador del 
funcionamiento de la vía. Con el fin de complementar los estudios del crecimiento 
bacteriano y ahondar en la caracterización de la respuesta defensiva del mutante 
ocp1 frente a patógenos biotrofos, se procedió al análisis de la expresión de los 
genes marcadores relacionados con SA: PR1 y PR2.  
En la figura  1.4 se muestran los niveles de expresión de dichos genes en el mutante 
ocp1 respecto a la línea silvestre. Las muestras fueron tomadas a tiempo 0 (en el 
momento de la inoculación), y a las 72 horas tras dar inicio a la infección con la 
bacteria P. s. t DC3000.  Como control del experimento, se realizó una inoculación 
mediante el mismo procedimiento con MgSO4 10mM (solución en la que se 
prepara la suspensión bacteriana).  
 
 
Figura 1.4: Inducción de genes marcadores de la vía del SA.  
Análisis mediante RT-PCR (retrotranscripción y posterior reacción en cadena de la polimerasa) de los 
niveles de expresión de los genes marcadores PR1 y PR2 en plantas ocp1 y su línea parental silvestre 5.2; 
tras la inoculación de la bacteria P.s.t DC3000 siguiendo el procedimiento descrito en la figura 1.3. Como 
control, se utilizó la expresión constitutiva del gen eEF1a. 
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Coincidiendo con los resultados publicados, tras un proceso de infección biotrofa, 
se evidencia un aumento de expresión de tales genes, lo que se pone de manifiesto 
a través de RT-PCR (figura 1.4 muestras 72 h.p.i P.s.t DC3000); no produciéndose 
tal suceso en las muestras control (figura 1.4 muestras 72 h.p.i MgSO4). Se obtuvo 
una inducción de PR1 y PR2 debido a la inoculación de la bacteria P.s.t DC3000 a 
niveles similares en el mutante ocp1 y la línea silvestre, lo que concuerda con el 
fenotipo observado en cuanto al estudio del crecimiento bacteriano. 
 
Con estos datos, se puede concluir que el mutante ocp1 no parece tener alterada la 
respuesta defensiva frente a infecciones con el patógeno P.s.t (uno de los 
patógenos biotrofos más utilizado en los estudios planta-patógeno), así como la vía 
de señalización del SA, implicada en dicha respuesta. 
 
3.3.-  RESPUESTA DEL MUTANTE ocp1 FRENTE AL HONGO NECROTROFO Botrytis 
cinerea:  
 
Teniendo en cuenta los datos anteriores, cabía la posibilidad de que la alteración 
que porta ocp1 no afectara a la respuesta defensiva frente a organismos biotrofos 
pero sí se manifestara en la respuesta frente a organismos patógenos necrotrofos; 
ya que ante estos últimos, la respuesta disparada en la planta no depende tanto de 
la ruta del SA como de la del JA/ET (Kunkel & Brooks, 2002). 
Con el fin de analizar el funcionamiento de dicho tipo de respuesta en el mutante, 
se realizaron infecciones con el hongo necrotrofo B. cinerea.  
B. cinerea es un necrotrofo, por lo que tras su germinación causa la  muerte del 
tejido vegetal para alimentarse de él,  generando lesiones caracterizadas por la 
aparición de determinados síntomas entre los que destacan necrosis del tejido y  
clorosis en regiones circundantes.  Tales lesiones pueden ser medidas a la hora de 
realizar un seguimiento de la infección.  
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       A                                  B            
          
 
Figura 1.5: Evaluación de la respuesta del mutante ocp1 frente al hongo 
necrotrofo B.cinerea. (A); El gráfico representa una comparativa entre dos poblaciones de 
plantas ocp1 respecto a 5.2 (Col-0) respecto a mediciones en el diámetro de lesión ocasionada por el 
hongo a día 3 tras la inoculación mediante la deposición de una gota de suspensión de 2,5 x 104 
conidias/ml. Las inoculaciones se realizaron en plantas crecidas 4 semanas en día corto. Las barras de 
error representan el desvío estándar. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas tras 
realizar una comparación por contraste múltiple de rango según Fisher (LSD) entre los genotipos 
analizados. (B); Sintomatología ocasionada por la infección del hongo a día 3 tras la inoculación.  
 
En la gráfica 1.5A se muestran los resultados obtenidos tras las inoculaciones, 
expresados como medida del diámetro de la lesión producida por el hongo B. 
cinerea tanto en el mutante ocp1 como en las plantas silvestres.  En ella se observa 
un ligero aumento en cuanto al tamaño de la lesión ocasionada por el crecimiento 
del hongo para el mutante ocp1, respecto a la línea silvestre; lo que indica 
hipersusceptibilidad. Dichas diferencias, se pudieron observar en las diferentes 
repeticiones del experimento comportándose de forma consistente. En la figura 
1.5B se presentan imágenes representativas de las lesiones provocadas por el 
hongo en las hojas inoculadas de nuevo comparando el mutante ocp1 respecto a 
plantas silvestres. En el tejido foliar de ocp1 se aprecia el mencionado aumento en 
el tamaño de la lesión.  
Del análisis de los datos se desprende una posible implicación del gen alterado en 
ocp1 en la respuesta de la planta frente a hongos necrotrofos; no teniendo 
 
b 
a 
  
 
50 
 
50 CAPÍTULO 1 
aparentemente dañados los elementos de respuesta relacionados con el SA, pero 
posiblemente  los implicados en las vías del JA/ET.  
Habiendo llegado a este nivel en la caracterización y sin conocer aún el gen 
alterado en el mutante,  se planteó la posibilidad de que ocp1, fuera un alelo 
hipomorfo para un gen relacionado en la respuesta de las plantas a los hongos 
necrotrofos, lo que aportaba interés al cartografiado del mutante. 
 
3.4.- INDUCCIÓN DE GENES MARCADORES DE JA EN ocp1 DURANTE LA INFECCIÓN 
CON Botrytis cinerea:  
 
De la misma manera que ocurría con los genes PR en la vía de señalización mediada 
por el SA, se conocen determinados genes que se inducen específicamente bajo 
procesos infectivos llevados a cabo por parte de patógenos necrotrofos; siendo su 
expresión considerada un indicador de la inducción de la vía del JA. Es el caso del 
gen PDF1.2a cuya expresión se induce potentemente bajo el ataque de 
determinados patógenos necrotrofos como Alternaria brassicola o B. cinerea de 
manera independiente a la ruta del SA (Penninckx et al., 1996;  Manners et al., 
1998) por lo que resulta un buen gen marcador a la hora de evaluar el correcto 
funcionamiento de la vía del JA en respuesta a tales hongos.  
 
De esta manera y con el fin de profundizar en el defecto observado en el mutante 
ocp1 en su respuesta defensiva frente al hongo necrotrofo B. cinerea, se procedió 
al análisis de la expresión del gen marcador de la ruta del JA PDF1.2a.  
En la figura  1.6 se muestran los niveles de expresión de PDF1.2a en el mutante 
ocp1 respecto a 5.2. Las muestras fueron recogidas a las 24 horas tras la 
inoculación con el hongo.  
 
 
Figura 1.6: Inducción de PDF1.2a durante la infección con B. cinerea.  
La electroforesis muestra el análisis mediante RT-PCR de los niveles de expresión del gen marcador de la 
ruta del JA PDF1.2a en plantas ocp1 y su línea parental silvestre 5.2; 24 horas tras la inoculación del 
hongo B. cinerea siguiendo el procedimiento descrito en la figura 1.5. Como control, se utilizó en este 
caso la expresión constitutiva del gen UBC21. 
 
Como se hace patente en la figura 1.6, PDF1.2a induce su expresión en la línea 
parental 5.2 en plantas inoculadas con el patógeno, respuesta que parece impedida 
en el mutante ocp1. Estos datos aportan una visión  molecular al fenotipo de 
susceptibilidad observada en el mutante, además de aportar información a cerca 
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de la lesión portada por el mismo. Con los resultados obtenidos podemos concluir 
que ocp1 muestra una alteración en la ruta de señalización del JA, hormona clave 
en la defensa vegetal frente a hongos necrotrofos, lo que imposibilita una 
respuesta correcta frente a tal clase de organismos patógenos mostrando así una 
susceptibilidad ligeramente incrementada respecto a plantas silvestres.    
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4.- CARTOGRAFIADO DE LA MUTACIÓN ocp1: 
 
Dado el interés suscitado por la mayor susceptibilidad de ocp1 al hongo necrotrofo 
B. cinerea y el éxito obtenido en el estudio de los anteriores mutantes ocp 
identificados hasta el momento (fortaleciendo el razonamiento del rastreo); se  
propuso la identificación de la lesión responsable del fenotipo observado en el 
mutante ocp1.  
 
La hipótesis en que se basa este procedimiento es la siguiente: A lo largo del 
genoma de A. thaliana se conocen distintos marcadores moleculares que se 
presentan en forma de diferentes alelos según el ecotipo (polimorfismos debidos a 
variación natural). La mutación causal del fenotipo observado en el mutante de 
interés se localiza en un punto concreto del genoma y encuadrado en un fondo 
genético determinado (dependiente del ecotipo que se utilizó en la generación de 
la línea). En un cruce entre el mutante de interés y una planta silvestre 
perteneciente a otro ecotipo diferente se obtendrá una primera F1 heterocigota 
para los alelos polimórficos de todos los marcadores moleculares así como para la 
mutación (primera ley de Mendel). Durante la meiosis de dicha F1 se darán 
sobrecruzamientos que originarán en la F2 individuos con cromosomas formados 
por distintas combinaciones de alelos de ambos ecotipos. Basándonos en el 
principio de la combinación independiente (tercera ley de Mendel) y en el concepto 
de ligación, en el caso de un comportamiento recesivo para el mutante de interés, 
los individuos homocigotos para la mutación podrán mostrar distintas 
combinaciones de dichos polimorfismos en las partes del genoma menos ligadas 
(más alejadas) a la mutación, y deberán mantener las versiones alélicas de su fondo 
genético en las regiones próximas a la mutación.  
Éstos conceptos nos permitieron aproximarnos a la región alterada en el mutante 
ofreciéndonos la posibilidad de concluir con la identificación de la lesión. 
 
Así, con el fin de localizar a través del posicionamiento en mapa, el gen portador de 
la alteración que da lugar al fenotipo en ocp1, se procedió como paso previo, a un 
cruce entre plantas homocigotas para la mutación ocp1 (con un fondo genético 
perteneciente al ecotipo Columbia -Col-0- y portadoras de la construcción 
PEp5C:GUS) y plantas silvestres del ecotipo Landsberg erecta. En la descendencia 
de la segunda generación (F2), segregante  para la mutación ocp1, se fenotiparon 
2579 individuos para la tinción histoquímica GUS (fenotipo diferencial del mutante 
ocp1 respecto a su línea parental 5.2), y se dio paso a la selección de individuos 
homocigotos para la mutación (aquellos que muestren una tinción histoquímica 
GUS positiva, ya que el alelo muestra un comportamiento monogénico recesivo).  
 
Los individuos identificados fenotípicamente como homocigotos ocp1 en la 
población F2 segregante generada tras el cruce ocp1 x Ler, correspondieron a 3/16.  
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Este resultado es fácilmente explicable debido a que la manifestación de este 
fenotipo depende de la co-segregación del transgén PEp5C:GUS con la mutación 
ocp1. Teniendo en cuenta que la mutación ocp1 muestra un comportamiento de 
recesividad mendeliana, los individuos homocigotos para la mutación ocp1 son los 
que potencialmente podrían evidenciar una tinción histoquímica GUS positiva. A 
dicha proporción de individuos es necesario restar la  proporción de plantas en las 
que se ha perdido el transgén PEp5C:GUS por segregación. Al tratarse de un 
transgén, es requerida una sola copia de la construcción para poner de manifiesto 
el fenotipo, por lo que desde una perspectiva genética, ocp1 se comporta como 
parental homocigoto que aporta alelos dominantes del transgén PEp5C:GUS. Así, 
en la población F2 de muestreo, ¼ de las plantas no portan ninguna copia de la 
construcción y por lo tanto aún siendo homocigotas para la mutación ocp1 son 
incapaces de manifestar el fenotipo (tinción GUS positiva). La probabilidad de 
encontrarnos ante un individuo ocp1 sin copia alguna de la construcción es de ¼ x 
¼ ; es decir 1/16.  
Recopilando los datos, la proporción de individuos homocigotos ocp1 que somos 
capaces de identificar mediante la tinción histoquímica GUS positiva tras el cruce 
por la planta silvestre Ler en F2 es de: ¼ (homocigotos ocp1) – 1/16 (homocigotos 
ocp1 carentes de PEp5C:GUS y por lo tanto invisibles en nuestro fenotipado) = 
3/16.   
 
Teniendo tal segregación en cuenta, en una primera etapa, se dio paso a un 
cartografiado de baja resolución mediante un estudio de independencia 
cromosómica y ligamiento (Konieczny & Ausubel, 1993). Para ello, se realizaron 
extracciones de ADN genómico de 40 individuos procedentes de la población de 
homocigotos seleccionados en la F2 segregante del cruce ocp1 x Ler. Tras esto, se 
procedió al análisis de 22 marcadores moleculares polimórficos del tipo SSLP 
(polimorfismos de longitud en secuencias discretas) distribuidos a lo largo de los 
cinco grupos de ligamiento determinados por los cromosomas de A. thaliana 
(Figura 1.6), concluyendo con la  ligación de la mutación ocp1 en el cromosoma III, 
entre los marcadores nga162 (A46/47) y AthGAPAB (A42/43) que delimitan un 
intervalo de 22,2 cM.  
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Figura 1.6: Estudio de independencia cromosómica y ligamiento. 
Distribución de los marcadores analizados a lo largo de los 5 cromosomas de A. thaliana. A la izquierda 
de la figura que representa el cromosoma se muestra el nombre del marcador utilizado, y a la derecha, 
el valor de χ2 correspondiente al análisis del marcador en la población de 40 individuos de la F2 ocp1 x 
Ler; manteniendo como hipótesis nula (H0) la segregación independiente (igual número de alelos Ler y 
Col-0 para dicho locus). Con colores se enfatiza el aumento en el valor de χ2 en el cromosoma 3, donde 
se rechaza la hipótesis nula debido a una mayor frecuencia de alelos Col-0. 
 
Tras un cartografiado de alta resolución se analizaron un total de 472 individuos, 
todos ellos seleccionados como homocigotos (GUS positivos) para la mutación tras 
cuatro repeticiones independientes de la tinción histoquímica  GUS.  Tras el análisis 
de 12 marcadores pertenecientes al intervalo en el que se posicionaba la mutación, 
se localizó la lesión entre los marcadores CER455355 y CER454777 lo que acotaba 
el intervalo a 246.291 pb y conteniendo 6 BAC (dos de ellos tan solo de forma 
parcial) (Figura 1.7B). Cuatro nuevos marcadores de tipo SSLP e incluso un 
marcador de tipo dCAPF que se diseñó durante el proceso fueron analizados para 
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dicho intervalo de mapeo y finalmente se dedujo que la lesión portada por el 
mutante ocp1 se encuentra entre los marcadores CER457821 y CER457824 que 
cierran un entorno de 36 Kpb (Figura 1.7A). 
 
A 
 
B
 
C 
 
 
Figura 1.7: Cartografiado mediante posición en mapa de la mutación ocp1. (A) 
Representación de la región de 246.291 pb perteneciente al cromosoma 3 de A. thaliana y encuadrada 
entre los marcadores CER455355 y CER454777. Se muestran los 5 marcadores internos utilizados para 
delimitar el intervalo. (B) Representación de los BAC contenidos en el intervalo anterior y los genes 
incluidos en el intervalo de 36 Kpb delimitado por los marcadores CER457821 y CER457824. (C) 
Fragmentos de secuenciación para el mutante ocp1 y su línea parental 5.2 donde se aprecia el cambio 
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en el marco de lectura portado por ocp1 y generado a través de la deleción de una guanina (citosina en 
la secuencia reversa complementaria). La flecha de color rojo indica el lugar de la deleción.  
 
En la zona acotada se incluyen 10 genes (figura 1.7B).  Entre los genes presentes en 
el intervalo se encuentra el locus At3g23780, que codifica la proteína NRPD2a 
implicada en la metilación de ADN dirigida por ARN pequeños interferentes 
(RdDM). El mutante ocp11 identificado con anterioridad en el laboratorio, es un 
alelo semidominante del gen AGO4 (pasando a ser denominado tras su 
cartografiado ago4-2), que codifica una proteína implicada en la misma ruta de 
señalización e íntimamente relacionada con NRPD2a. 
 
Tras el mencionado hallazgo se planteó la posibilidad de comenzar la secuenciación 
del intervalo acotado genéticamente a nivel del locus At3g23780, siguiendo una 
hipótesis de gen candidato debido a la relación entre las proteínas AGO4 y NRPD2a, 
así como el origen común de los mutantes ago4-2 y ocp1. Tras la secuenciación se 
identificó un cambio de secuencia basado en la deleción de una guanina en el 
tercer exón del gen (figuras 1.7C). La pérdida de dicho nucleótido ocasiona un 
cambio en el marco de lectura, una alteración en la secuencia de aminoácidos a 
partir del 595 y la aparición de un codón de parada tras 22 aminoácidos incorrectos 
(figura 1.8A y 1.8B).   
 
A    
              
B 
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C  
 
 
D 
 
 
Figura 1.8: ocp1 vs 5.2.  
(A) Representación de la deleción de la guanina en el ADN copia del gen At3g23780 (NRPD2), marcada 
en color rojo;  y la correspondiente secuencia traducida tras la alteración en el marco de lectura, 
resaltando el cambio de aminoácido S→T indicado en azul.(B) Secuencia de aminoácidos de la proteína 
NRPD2a-53 (OCP1) donde se puede observar el fragmento de proteína silvestre (marcado en negro) 
antes de la deleción; el fragmento de proteína alterada (marcada en azul); y la aparición de codones de 
parada (representado por guiones en azul). (C) Las imágenes representan la estructura terciaria 
predicha a través del servicio Quickphyre (incluído en el ExPASy Proteomics Server del Swiss Institute of 
Bioinformatics) para la proteína NRPD2 y la hipotética proteína OCP1. (D)Electroforesis en gel de 
agarosa del marcador molecular de ocp1. Tras amplificación por PCR (reacción en cadena de la 
polimerasa) y el corte con la enzima MwoI se observa una sola banda en el ADN genómico del mutante 
ocp1 (322 pb), dos bandas que migran de forma similar (168 y 155 pb) en la línea silvestre  y los dos 
tipos de fragmentos en plantas heterocigotas.  
 
Debido a la naturaleza de la alteración portada por el mutante, existe la posibilidad 
de que las plantas ocp1 mantengan la capacidad de producir al menos una parte de 
la proteína NRPD2 (recordemos que no se altera el marco de lectura hasta el 
aminoácido 595). A modo de comparación se relizaron predicciones de la 
estructura terciaria de la proteína NRPD2 y del hipotético fragmento que podría 
sintetizarse en el mutante ocp1. La figura 1.8C muestra los modelos generados por 
el servicio Quickphyre a partir de la secuencia de aminoácidos (Kelley & Sternberg, 
2009). El programa realiza predicciones mediante comparaciones de secuencia con 
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proteínas de las cuales se conoce su estructura. En este caso los mejores resultados 
se obtuvieron por homología con la subunidad β de las ARN polimerasas de 
eubacterias. Como se observa en la figura, la delección provoca la pérdida de casi la 
mitad de la proteína nativa aunque no se alteraría de forma significativa la 
estructura de la región que queda intacta.  
 
Con el fin de analizar la co-segregación del cambio y  generar una herramienta que 
permitiese la identificación de ocp1, fue diseñado un marcador molecular.  Dicho 
diseño se hizo posible debido a la pérdida de un sitio de corte de la endonucleasa 
de restricción MwoI en el mutante. De esta manera, amplificando con 
determinados oligonucleótidos específicos de la región génica y tras digerir con la 
enzima MwoI  somos capaces de obtener dos bandas de tamaño similar (168pb y 
155pb) tanto en plantas silvestres Col-0 como en la línea parental 5.2, mientras que 
la digestión rinde una sola banda de 322pb en el mutante ocp1 (figura1.8D).  En los 
individuos analizados encontramos una co-segregación total entre la deleción de la 
guanina y el fenotipo referente a la sobreexpresión del gen marcador GUS.  
 
Obtenidos los resultados expuestos, podemos decir que la lesión en el mutante 
ocp1 que genera el fenotipo observado, parece deberse a la deleción de una 
guanina en el locus At3g23780.  
 
  
59 
 
CAPÍTULO 1 59 
5.- ESTUDIO DE ALELISMO ENTRE LOS MUTANTES ocp1 y nrpd2-2: 
 
Teniendo en mente los resultados obtenidos anteriormente donde se aportaban 
evidencias claras de que la lesión del mutante ocp1 se localiza en el gen NRPD2a, se 
propuso la realización de un test de alelismo como método para la corroboración 
genética de dichos resultados.  
 
El gen NRPD2a, al que se denomina actualmente NRPD2 (nomenclatura que será 
utilizada a partir de este punto en el trabajo), había sido descrito y caracterizado 
con anterioridad  (Onodera et al., 2005; Herr et al., 2005; Kanno et al., 2005; 
Pontier et al., 2005), por lo que diversos mutantes alterados en dicho locus eran 
conocidos. A la hora de dar paso a nuestro estudio, se optó por utilizar el mutante 
nrpd2-2. Se trata de un mutante perteneciente a la colección SALK (Alonso et al., 
2003) generado por la inserción de un ADN-T en el locus del gen NRPD2 
(SALK_046208). nrpd2-2 había sido caracterizado en cuanto a la ausencia de 
proteína funcional (Onodera et al., 2005), por lo que se perfilaba como un alelo de 
utilidad a la hora de realizar estudios comparados con ocp1.  
En el caso de que la mutación que genera el fenotipo de ocp1 se localizase en 
NRPD2, los mutantes ocp1 y nrpd2-2 deberían comportarse como alélicos para 
dicho fenotipo.  
 
 Asentando el razonamiento del estudio, de nuevo, en las Leyes de Mendel, tras el 
cruce de dos mutantes homocigotos recesivos podemos obtener dos resultados en 
descendencia F1:  
 
a) Si los dos alelos recesivos pertenecen al mismo locus, la descendencia F1 
será homocigota recesiva para dicho locus por lo que el fenotipo mostrado 
será aquel que presenten los parentales. 
b) Si los dos alelos recesivos pertenecen a loci diferentes, la descendencia  F1 
será heterocigota para ambos loci por lo que el fenotipo mostrado será 
diferente al presentado por los parentales.  
 
Así, tras la obtención de plantas homocigotas nrpd2-2 se procedió a realizar el 
cruce ocp1 x nrpd2-2, con el fin de analizar la expresión desregulada de la 
construcción PEp5C:GUS (como fenotipo asociado a la mutación ocp1) en 
individuos descendientes analizados en la primera generación (recordemos que los 
individuos ocp1, se comportan como homocigotos dominantes para PEp5C:GUS). 
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Figura 1.9: Estudio de alelismo entre los mutantes ocp1 y nrpd2-2.  
Fotografías de tinciones GUS para individuos descendientes de los cruces ocp1 x nrpd2-2, nrpd2-2 x 
ocp1, ocp1 x 5.2 y nrpd2-2 x 5.2. Únicamente los descendientes del cruce ocp1 x nrpd2-2 o bien nrpd2-2 
x ocp1 muestran una tinción histoquímica GUS positiva. Como control negativo se adjuntan imágenes de 
la línea parental 5.2; como control positivo se incluyen tinciones de ocp1. Las imágenes (A) pertenecen 
a plántulas tras 12 días de crecimiento, y (B) a hojas expandidas de plantas adultas de 4 semanas de 
edad.   
 
En la figura 1.9 se muestran imágenes obtenidas al realizar tinciones histoquímicas 
con el cromógeno X-Gluc en los descendientes (en F1) del cruce tanto en el estadío 
de plántula de 12 días como en hojas de roseta expandidas de plantas adultas tras 
5 semanas de crecimiento en condiciones lumínicas de día corto.     
Como ilustran las imágenes, la tinción histoquímica para individuos F1 fruto del 
cruce ocp1 x nrpd2-2 en ambos sentidos (utilizando como parental materno tanto 
ocp1 como nrpd2-2) resultó ser positiva, presentando un patrón de tinción similar 
al mutante ocp1. Como controles se incluyeron tanto tinciones positivas del 
parental ocp1 (el mutante nrpd2-2 aun estando en homocigosis rinde una tinción 
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histoquímica GUS negativa ya que no posee copia alguna del transgén PEp5C:GUS), 
como negativas pertenecientes a la línea 5.2 (línea parental de ocp1 transgénica 
para la construcción PEp5C:GUS), descendientes (en F1) de cruzamientos nrpd2-2 x 
5.2 (tales individuos poseen el transgén y una sola copia del alelo recesivo) e 
individuos procedentes del cruce ocp1 x 5.2 (que al igual que en el caso anterior 
contienen la construcción pero a través del cruce adquieren también una copia 
silvestre del gen alterado en el mutante). 
 
De los resultados obtenidos tras el estudio de alelismo entre los mutantes ocp1 y 
nrpd2-2 podemos concluir que ocp1 y nrpd2-2 se comportan como alélicos y por lo 
tanto una vez más, los datos obtenidos en el cartografiado del mutante quedan 
avalados genéticamente. Así, a partir de este momento podemos decir que el 
mutante ocp1 corresponde al alelo nrpd2-53.  
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6.- CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DEL MUTANTE ocp1: 
 
Tras identificar la lesión genética presente en el mutante ocp1, nos encontramos 
en disposición de proceder a un análisis molecular del alelo nrpd2a-53 (ocp1), con 
el fin de arrojar luz en la relación entre la pérdida de función en el gen NRPD2 y el 
fenotipo observado para el mutante ocp1.   
 
6.1.-  ESTUDIO DEL GRADO DE METILACIÓN DE ADN EN EL MUTANTE ocp1: 
 
En general, en todos los organismos eucariotas existen 3 clases de ARN polimerasas 
ADN dependientes (Pol) que transcriben ADN genómico para dar lugar a ARN: Pol I 
(transcribe los grupos de genes ribosomales situados en los organizadores 
nucleolares – Grummt, 2003- ), Pol II (transcribe la mayoría de los genes, incluidos 
los que codifican proteínas – Woychik & Hampsey, 2002- ) y Pol III (transcribe genes 
que codifican pequeños ARN estructurales, ARN de transferencia y ARN 
ribosomales 5s – Schramm & Hernandez, 2002).  Las ARN polimerasas nucleares de 
plantas son denominadas NRP (nuclear RNA polymerase), y por consenso se 
nombraron NRPA (Pol I), NRPB (Pol II) y NRPC (Pol III).  Todas ellas, son enormes 
complejos proteicos compuestos por entre 12 y 17 proteínas, incluyendo 
subunidades que comparten homología tanto de secuencia como estructural con 
las subunidades β, β´, α, α´,  y ω pertenecientes a las ARN polimerasas de las 
eubacterias (Archambault & Friesen, 1993; Cramer et al., 2001; Zhang et al., 1999).  
La subunidad mayor similar a la subunidad β´ de eubacterias, se denominó 
colocando un “1” delante del acrónimo asignado a la polimerasa (NRPA1, NRPB1 y 
NRPC1). De la misma manera se procedió con la segunda subunidad mayor 
homóloga a la β de eubacterias agregando un “2” (NRPA2, NRPB2 y NRPC2).  
Ambas subunidadades (mayor y segunda mayor) forman el centro catalítico del 
complejo enzimático de las Pol (Cramer et al., 2000, Zhang et al., 1999).  
 
A través de estrategias de genética directa y mediante el análisis del genoma de A. 
thaliana se identificaron determinados genes adicionales con homología a las 
subunidades de las tres polimerasas conocidas hasta el momento (Dalmay et al., 
2000; The Arabidopsis Genome Iniciative, 2000; Kanno et al., 2004; Herr et al., 
2005).  En concreto se identificaron dos genes para la subunidad mayor, en un 
principio conocidos como NRPD1a y NRPD1b, aunque de forma reciente han 
pasado a denominarse NRPD1 y NRPE1 (Ream et al., 2009; Wierzbicki et al., 2009); 
y otros dos genes para la segunda subunidad mayor que se denominaron NRPD2a y 
NRPD2b (Herr et al., 2005; Onodera et al., 2005); describiéndose por primera vez, 
la existencia de una cuarta y quinta ARN polimerasas ADN dependientes formadas 
entre otras subunidades por NRPD1 y NRPD2a (Pol IV), o bien por NRPE1 y NRPD2a 
(Pol V).  Respecto a la segunda subunidad mayor, tan solo se detectó expresión a 
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nivel de ARN mensajero para el gen NRPD2a,  por lo que es asumido actualmente 
que NRPD2b es un pseudogen, nombrandose a NRPD2a como NRPD2  (Herr et al., 
2005; Onodera et al., 2005). Esta última nomenclatura será la aplicada a lo largo de 
todo el trabajo.     
 
Mediante análisis bioquímicos, moleculares, citológicos y tras la identificación de 
algunos de estos genes en aproximaciones de genética directa se concluyó que 
tanto NRPD1 como NRPE1 y NRPD2 están implicados en la vía de metilación de 
ADN mediada por pequeños ARN interferentes (RdDM) (Hamilton et al., 2002; 
Onodera et al., 2005; Herr et al., 2005; Kanno et al., 2005). A rasgos generales (se 
describirá más detalladamente en el segundo capítulo), la RdDM es un proceso 
descubierto en plantas, en el que a través de toda una compleja maquinaria 
molecular se generan pequeños ARNs que dirigen la metilación y el silenciamiento 
transcripcional de sus secuencias complementarias en el genoma (Wassenegger et 
al., 1994; Mette et al., 2000; Chan et al., 2005).  Por lo tanto, mutantes en genes 
íntimamente relacionados con dicho proceso (nrpd1, nrpe1 y nrpd2 entre otros) 
muestran a nivel molecular diferencias respecto a plantas silvestres, basadas (entre 
otras características) en la hipometilación de las secuencias dianas de los pequeños 
ARN interfentes (ARNsi).  
 
Existiendo fenotipos descritos a nivel molecular para nrpd2-2, se propuso el análisis 
del grado de metilación del ADN genómico en algunas de las dianas descritas 
comparando el mutante ocp1, respecto a plantas silvestres y algunos mutantes 
relacionados con la vía.  
Los ensayos de metilación se llevaron a cabo utilizando como herramientas 
endonucleasas de restricción sensibles a metilación. En un  principio, los 
experimentos fueron diseñados para el uso de la enzima HaeIII. HaeIII reconoce la 
secuencia GGCC pero no es capaz de realizar el corte en dicha secuencia si la 
citosina interna se encuentra metilada, por lo que la enzima corta de forma 
diferencial en regiones metiladas respecto a las no metiladas pudiendo reportar el 
estado de sitios de metilación CHH, CNG y CNN; siendo una herramienta de gran 
utilidad para la evaluación del grado de metilación del ADN en genotipos mutantes 
afectados en la vía RdDM. De esta manera, posterior a una purificación y 
cuantificación de ADN genómico, se procedió al corte del ADN en los genotipos de 
interés con la endonucleasa HaeIII. Tras la digestión, se realizaron amplificaciones 
mediante PCR utilizando oligonucleótidos flanqueantes a regiones susceptibles de 
ser dianas de metilación (de la manera ilustrada en la figura 1.10A), obteniéndose 
un mayor grado de amplificación cuando la secuencia se encuentra metilada en las 
dianas de la enzima (ya que se imposibilita el corte de la secuencia molde). Por el 
contrario se observa una deficiencia en la amplificación debido al corte de la 
enzima en el caso de que las dianas estén hipometiladas (Hamilton et al., 2002).  
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El gen ARGONAUTA4 (AGO4) fue identificado mediante estrategias de genética 
directa, debido a que el mutante ago4-1  presenta una hipometilación acusada en 
el gen SUPERMAN (Zilberman et al., 2003). Como se ha mencionado anteriormente, 
el mutante ocp11, obtenido en el mismo rastreo que ocp1 (Coego et al., 2005a), es 
un alelo de AGO4 (Agorio & Vera, 2007), por lo que se planteó en una primera 
aproximación la evaluación del grado de metilación para el gen SUPERMAN en el 
mutante ocp1 respecto a ocp11 y la línea parental de ambos (5.2).  
 
Como se muestra en la figura 1.10B, el ADN genómico tratado con HaeIII apenas es 
digerido en el control 5.2, con lo que tras la separación mediante electroforesis en 
gel de agarosa se observa un fragmento amplificado, lo que indica una metilación 
en las dianas HaeIII del gen SUPERMAN. En el caso del mutante ocp11, la enzima 
HaeIII ha sido capaz de digerir el ADN genómico, por lo que los oligonucleótidos 
utilizados para la amplificación no encuentran un molde continuo y la banda 
amplificada disminuye de intensidad indicando hipometilación en dicho gen.   
En este caso, el mutante ocp1 muestra menor amplificación del fragmento 
perteneciente al gen SUPERMAN que su línea parental (5.2), debido a una 
hipometilación acusada en dicho locus, llegando a niveles comparables a ocp11 
(ago4-2). Como controles en el experimento, se incluyeron las mismas cantidades 
de ADN genómico tratadas de forma idéntica a la digestión con HaeIII agregando 
agua en lugar de la endonucleasa (comprobando que la amplificación en este caso 
se produce en todos los genotipos por igual); y una amplificación con 
oligonucleótidos diseñados para amplificar región distinta del genoma (fue 
utilizado un fragmento del gen ABI5) entre los cuales no se engloba ninguna diana 
de HaeIII (corroborando de esta manera que todas las muestras parten de una 
misma cantidad de ADN inicial susceptible a ser cortada por la enzima).  
 
A 
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Figura 1.10: Análisis del estado de metilación del gen SUPERMAN en el mutante 
ocp1. (A) Representación esquemática de la técnica utilizada para medir el estado de metilación 
(extraído de Onodera, Y. et al. 2005). Se diseñaron oligonucleótidos flanqueando una región que incluye 
dianas de corte para la enzima HaeIII susceptibles a ser metiladas. En el caso de que las dianas de HaeIII 
se encuentren metiladas, la enzima es incapaz de cortar por lo que tras la digestión será posible 
amplificar dicho fragmento mediante PCR con los mencionados oligonucleótidos. En el caso contrario, la 
enzima cortará en sus secuencias dianas, lo que imposibilitará la amplificación. (B) Electroforesis en gel 
de agarosa al 3%. En la figura se muestran los fragmentos amplificados tras 32 y 35 ciclos de 
amplificación por PCR posteriores al tratamiento con HaeIII tanto para el gen SUPERMAN como para el 
control ABI5.  
 
Tras los resultados obtenidos en esta etapa se propuso un análisis más detallado, 
analizando en esta ocasión secuencias repetidas heterocromáticas consideradas 
dianas clásicas de la vía RdDM como son los genes ribosomales 5s y el 
retrotransposón AtSN1 (Hamilton et al., 2002; Xie et al., 2004; revisado en Bender, 
2004).  
Como se observa en la figura 1.11, al igual que en el caso anterior se observa una 
menor amplificación para los locus pertenecientes tanto a los genes ribosomales 5s 
como al transposón AtSN1 en el mutante ocp1 respecto a la línea silvestre, lo que 
indica una deficiencia en cuanto a la metilación de ADN en dichas regiones.  En este 
caso se incluyeron como genotipos control, mutantes para los genes NRPD1 
(nrpd1-3), NRPE1 (nrpe1-11) y NRPD2 (nrpd2-2). En todos los casos, los mutantes 
evaluados presentan una mayor frecuencia de corte con la enzima HaeIII respecto 
al control silvestre (Col-0), lo que indica un alto grado de hipometilación en las 
secuencias analizadas acorde con los datos publicados (Hamilton et al., 2002; Xie et 
al., 2004; revisado en Bender, 2004).   
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Figura 1.11: Hipometilación de citosinas en el mutante ocp1 para los genes 5s y el 
elemento transponible AtSN1. Las imágenes corresponden a electroforesis en geles de agarosa 
al 3%.  El procedimiento llevado a cabo es similar al descrito en 1.10. Se muestran los fragmentos 
amplificados tras la digestión de ADN genómico con HaeIII tras 25 ciclos de PCR en el caso de los genes 
5s (A), 35 ciclos para el elemento AtSN1 (B) y 30 ciclos para el fragmento perteneciente al gen ABI5 
(C).  Como controles se incluyen muestras de ADN genómico perteneciente a mutantes para genes de 
la ruta RdDM (nrpd2, nrpd1 y nrpe1) que en todos los casos, tras la digestión con HaeIII, rinden bandas 
de amplificación de menor intensidad que el control Col-0 reportando un estado de hipometilación de 
citosinas en los loci analizados.   
 
En el caso de ocp1, tratándose de un alelo de pérdida de función para el gen 
NRPD2, se esperaban obtener resultados semejantes al mutante nrpd2. Además, 
en la región de la proteína situada después del primer codon de parada, se localiza 
el denominado “Sitio Metal B”, requerido para la síntesis de ARNsi y la metilación 
de los loci diana a niveles silvestres (Haag et al., 2009); por lo que dicha función 
estaría ausente en el mutante. Sorprendentemente, los resultados no fueron 
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exactamente idénticos a los obtenidos con dicho mutante, sino que para el caso del 
locus de AtSN1 ocp1 muestra un mayor grado de hipometilación comparado con el 
alelo nrpd2-2, apreciandose amplificaciones cuantitativamente más similares a las 
obtenidas en el caso del mutante nrpe1 (figura 1.11B).  
 
Existen indicios de cierta regulación cruzada al menos a nivel proteico entre NRPE1 
y NRPD2 (Pontier et al., 2005), habiéndose observado una disminución en los 
niveles de proteína NRPE1 en el mutante nrpd2 y viceversa; lo que apunta a una 
regulación de indeterminada complejidad entre ambas proteínas, dado que NRPD2 
participa en la formación del complejo Pol IV y Pol V. Los datos derivados del 
análisis del mutante ocp1, podrían indicar un comportamiento diferencial de 
ambos alelos (nrpd2-2 y ocp1), lo que sería de gran importancia, teniendo en 
cuenta que se conoce el cambio a nivel de nucleótido que porta ocp1 y su potencial 
capacidad para expresar al menos parte de la proteína NRPD2 nativa. 
Indudablemente, son necesarios estudios bioquímicos mucho más detallados para 
valorar el comportamiento molecular del alelo ocp1, aunque resultados 
diferenciales entre ocp1 y el alelo nrpd2-2 harían de ocp1 una herramienta potente 
en el estudio de la regulación cruzada entre NRPD2 y NRPE1, así como en el análisis 
de las funciones biológicas en las que se implican a Pol IV y Pol V.  
 
En cualquier caso, las diferencias observadas en el grado de metilación para 
regiones reguladas por la vía RdDM, relacionan directamente a ocp1 con dicha vía 
corroborando una vez más los resultados anteriores; con lo que podemos decir que 
ocp1, como alelo de pérdida de función del gen NRPD2 mimetiza fenotípicamente a 
nrpd2-2 de forma complementaria a lo que ocurría en el caso de la expresión 
desregulada de PEp5C:GUS. 
 
6.2.-  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN A NIVEL TRANSCRIPCIONAL DEL GEN NRPD2 en el 
mutante ocp1:  
 
Dada la posibilidad de que ocp1 resultase ser un alelo hipomorfo de NRPD2 y los 
indicios que apuntan a una regulación cruzada entre los diversos componentes de 
la vía, quedaba justificado un análisis a nivel de ARN mensajero del gen NRPD2 en 
el mutante ocp1  con el fin de averiguar si la expresión de dicho gen se mantiene.  
Con este objetivo se llevaron a cabo amplificaciones mediante RT-PCR del gen 
NRPD2 con dos parejas distintas de oligonucleótidos que nos ofreciesen 
información acerca de los niveles de expresión en los distintos mutantes. Así, se 
diseñaron oligonucleótidos específicos para la amplificación de una región del exón 
1 (anterior al cambio de secuencia portado por ocp1 así como a la inserción del 
ADN-T portada por el alelo nrpd2-2) y del exón 3 (posterior a tales cambios). Bajo la 
pretensión de poder establecer una comparativa se incluyeron como controles 
muestras de ADN copia de plantas silvestres y de dos individuos seleccionados 
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independientemente como homocigotos para la inserción de ADN-T (con el 
objetivo de minimizar la posibilidad de observar resultados artefactuados por 
inserciones del ADN-T en otras regiones del genoma) en el gen NRPD2 que 
corresponde al alelo nrpd2-2.  
 
 
Figura 1.12: RT-PCR del gen NRPD2.  
La fotografía muestra el resultado de la amplificación mediante RT-PCR y separación en gel de agarosa al 
3%  para el transcrito del gen NRPD2 a nivel del primer y tercer exón.  Se realizaron extracciones de ARN 
en plantas silvestres (Col-0), en plantas mutantes ocp1, y en dos individuos seleccionados de forma 
independiente como homocigotos para la inserción de ADN-T característica del alelo nrpd2-2, 
denominados nrpd2-2.17 y nrpd2-2.18. 
 
Como queda patente en la figura 1.12, amplificaciones  del transcrito 
correspondiente a NRPD2 fueron satisfactoriamente detectadas en las plantas 
silvestres analizadas. En amplificaciones llevadas a cabo sobre ADN copia del 
mutante ocp1 se observan niveles similares del transcrito, por lo que no tenemos 
evidencias que induzcan a pensar que el cambio de secuencia en el gen NRPD2 
presente en ocp1 modifica de alguna manera los  niveles de transcripción del gen.  
En el caso del mutante nrpd2-2, la inserción de ADN-T presente parece interrumpir 
la transcripción del gen, por lo que no somos capaces de detectar transcrito 
correspondiente al tercer exón de NRPD2. El resultado más impactante fue el 
observado al intentar detectar el transcrito correspondiente al primer exón en el 
mutante nrpd2-2. Como se observa en la figura 1.12, las bandas de amplificación 
correspondientes al primer exón son de mayor intensidad en el mutante nrpd2-2, 
indicando una mayor expresión del gen en dicho mutante respecto a la línea 
silvestre.   
 
Como se comenta con anterioridad, el mutante nrpd2-2 ha sido utilizado en varios 
estudios por parte de diversos grupos de investigación, siendo seleccionado por la 
imposibilidad de la detección de proteína NRPD2 en plantas portadoras de tal 
inserción (Onodera et al., 2005). Asumiendo pues que nrpd2-2 no posee proteína 
NRPD2 funcional a niveles detectables y desde un punto de vista tal vez demasiado 
simplista, cabe la posibilidad de que la detección de mayores niveles de expresión 
del gen en el mutante apunten a una regulación del gen mediante algún 
mecanismo de retroalimentación negativa. Entre las posibilidades que barajamos, 
se encuentra que el déficit de NRPD2 en el mutante ponga en marcha la 
transcripción del mismo.  
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Si esto fuese cierto, los niveles inalterados del transcrito de NRPD2 en ocp1 podrían 
indicar cierta actividad remanente de la proteína en el mutante (tal vez debida a la 
potencial capacidad de ocp1 a la hora de producir al menos cierta región de la 
proteína inalterada).  Con los resultados obtenidos, se perfila como un objetivo 
claro de evidente interés la detección del fragmento putativo de proteína NRPD2 
nativa en ocp1. Por desgracia hasta la fecha no se han obtenido resultados 
satisfactorios al respecto,  formando parte del proyecto a futuro.  
 
El hecho es que de nuevo, ocp1, no parece comportarse de manera idéntica al 
mutante nrpd2-2, lo que deja abierta la puerta al uso del alelo en posteriores 
estudios bioquímicos y funcionales de la RdDM.       
  
6.3.-  ANÁLISIS DEL GRADO DE METILACIÓN DE ADN EN RESPUESTA A LA BACTERIA 
P.s.t DC3000:  
 
Dado que tanto el mutante ocp1 (nrpd2-53) como ocp11 (ago4-2) son 
componentes clave en la ruta RdDM y  fueron aislados en el mismo rastreo, 
buscando elementos implicados en las cascadas de transducción de señales 
involucradas en la regulación transcripcional del gen Ep5C y la defensa vegetal, 
parece existir relación entre dicha vía y las respuestas defensivas de las plantas 
frente a organismos patógenos.  
Con el fin de indagar al respecto se propuso un análisis del grado de metilación en 
las dianas clásicas de la vía, como son los mencionados genes 5s y el elemento 
transponible AtSN1. En el caso de que la RdDM tuviese un papel esencial en la 
respuesta frente al ataque de microorganismos patógenos podría ser que sus 
funciones fueran moduladas bajo un estímulo patogénico, apareciendo entonces 
dos posibilidades: 
 
- Que la modulación se produjese en respuesta al estímulo patogénico  y 
operara activamente en la defensa. En este caso, sería factible un 
aumento en el grado de metilación de ADN mediado por la vía, con el 
objetivo de inhibir la expresión de genes represores de genes de defensa, 
o bien de factores de provirulencia. 
- También cabe la posibilidad de que se dé una regulación negativa de la 
RdDM por parte del patógeno, produciéndose una desmetilación de sus 
secuencias dianas en el genoma que podría inducir la expresión de genes 
de provirulencia. Si esto fuese cierto, ago4-2 (ocp11) y nrpd2-53 (ocp1), 
que se encuentran afectados en la funcionalidad de la vía, partirían en 
situación basal de un estado hipometilado que facilitase la inducción de 
factores de provirulencia o bien se presentasen como inducidos en 
ausencia del estímulo patogénico. Esta hipótesis estaría acorde con el  
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hecho de que se postule un cierto papel de Ep5C como factor de 
provirulencia (Coego et al., 2005a), así como el hecho de que tras una 
infección bacteriana se produzca la hipometilación del promotor de Ep5C 
en plantas de tomate (Agorio & Vera, 2007).  
 
Tratando de posibilitar la observación de tales cambios, se extrajeron muestras de 
ADN genómico de individuos de la línea utilizada como silvestre (la línea 5.2, 
parental de ocp1) antes (0 d. p. i.) y tres días tras la inoculación de la bacteria P.s.t 
DC3000 (3 d. p. i.).   
 
 
Figura 1.13: Ensayos de metilación de citosinas en respuesta a la bacteria P.s.t 
DC3000 para los loci 5S y AtSN1. Las fotografías muestran imágenes de los fragmentos de PCR 
resultantes tras la digestión de la enzima HaeIII para los loci 5S, AtSN1 y ABI5. La comparativa se 
establece entre las muestras tomadas a 0 d.p.i  y 3 d.p.i.  Para cada muestra se realizaron 3 
amplificaciones a diferente número de ciclos (22, 25 y 27 ciclos los genes 5S; 30, 32 y 35 ciclos AtSN1; 
28, 30 y 32 para ABI5).  Como control del experimento se incluye ocp1 en todos los tratamientos.  
 
En este caso, las imágenes muestran amplificaciones tras 22, 25 y 27 ciclos (en el 
caso de los genes 5s) y  30, 32 y 35 ciclos de PCR (en el caso de AtSN1) con el 
objetivo de apreciar variaciones tanto por encima como por debajo del estado de 
metilación basal. Además, se utilizó como control del experimento  al mutante 
ocp1 (hipometilado), en el cual se aprecia una menor amplificación del ADN 
genómico tras la digestión, indicando el correcto desarrollo del experimento.  
 
En el análisis de metilación utilizando de nuevo la amplificación mediante PCR tras 
la digestión con HaeIII (endonucleasa sensible a metilación),  no se apreciaron 
cambios a los 3 días tras la inoculación de la bacteria respecto al control de tiempo 
0 (figura 1.13).  
  
71 
 
CAPÍTULO 1 71 
 
Tras estos resultados se planteó el desarrollo de un análisis similar al anterior, en 
este caso para evaluar el grado de metilación en el promotor de Ep5C. Con 
anterioridad había sido demostrada la inducción de la desmetilación en dicho 
promotor en tomate bajo un estímulo patogénico con la bacteria P.s.t DC3000 
evaluado a través de la secuenciación con bisulfito (Agorio & Vera, 2007). En esta 
ocasión, nos dispusimos a analizar el comportamiento del transgén PEp5C:GUS en 
A. thaliana, ya que de encontrar resultados similares no solo se relacionarían  de 
forma clara los fenotipos de expresión desregulada de la construcción con la 
respuesta defensiva, sino que también se relacionaría la RdDM con dicha 
respuesta, además de revalorizar el sistema heterólogo utilizado como herramienta 
para el descubrimiento de mutantes implicados en la RdDM.   
Adicionalmente cabe destacar que los loci evaluados con anterioridad son regiones 
altamente repetidas que forman parte de regiones típicamente heterocromáticas 
por lo que es factible que jugando la RdDM cierto papel en la defensa (como 
apuntan tanto la aparición de ago4-2 y nrpd2-53 en el rastreo, como la 
susceptibilidad mostrada por ago4-2 y la desmetilación de PEp5C en tomate tras la 
llegada de la bacteria) dichas regiones no muestren cambios. Tendría lógica, que 
tras la llegada del patógeno, en el caso de que consecuentemente se produjesen 
alteraciones en la metilación del ADN, no lo hiciesen de forma generalizada 
(alterando el estado transcripcional de multitud de loci a lo largo de todo el 
genoma), sino que tal hecho se diese en genes relacionados con la interacción 
planta-patógeno.  
 
Por tales motivos, se procedió al estudio de la metilación de PEp5C en la línea 
parental 5.2 en condiciones patogénicas similares al análisis llevado a cabo para los 
genes 5s y el transposón AtSN1. En este caso, dado el contexto de secuencia en que 
se encuentran las citosinas susceptibles a la metilación en PEp5C, fue utilizada la 
endonucleasa de restricción McrBC. Dicha enzima reconoce la compleja secuencia 
AGC
m(
N40-80)AGC
m
, y digiere exclusivamente en el caso de que las citosinas 
pertenecientes a su diana se encuentren metiladas, por lo que a diferencia de lo 
que ocurre con el uso de la enzima HaeIII, utilizando oligonucleótidos  que 
amplifiquen fragmentos génicos que incluyan su diana, solo obtendremos una 
banda de amplificación en el caso de tal diana se encuentre desmetilada.  
En este caso, se realizaron amplificaciones mediante 30,32 y 35 ciclos de PCR, 
nuevamente, con el objetivo de analizar un rango suficientemente amplio para ser 
capaces de detectar variaciones tanto en la disminución como en el aumento en el 
grado de metilación de las secuencias analizadas. Al igual que en los casos 
anteriores se incluyen los controles del mutante ocp1, el tratamiento sin enzima, y 
la amplificación del gen ABI5. 
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Como se observa en la figura 1.14A, no se apreciaron diferencias en la 
amplificación de la banda correspondiente a PEp5C entre los días 0 y 3 después del 
estímulo patogénico bacteriano. 
A 
 
 
  
B 
 
 
Figura 1.14: Análisis de metilación de citosinas y expresión de PEp5C:GUS.     
La electroforesis (A) muestra la amplificación de un fragmento del promotor PEp5C siguiendo un 
procedimiento similar al llevado a cabo en la figura 1.13. Al igual que en el caso anterior se presentan 
amplificaciones para los tiempos 0 y 3 d.p.i con la bacteria P.s.t DC3000 tras 30, 32 y 35 ciclos de 
amplificación, incluyendo los controles sin enzima, el mutante ocp1 y amplificaciones para el gen ABI5. 
(B) RT-PCR del transcrito perteneciente al gen GUS. Se muestra la comparación entre ocp1 y 5.2 en 
cuanto  a los niveles de expresión del gen realizando amplificaciones de 25 y 31 ciclos. Como control se 
incluye el gen de expresión constitutiva eEF1a. 
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De los resultados obtenidos en esta figura 1.14A se extraían además de los 
mencionados, otros datos, y es que la amplificación en ocp1 (recordemos portador 
de PEp5C:GUS) de PEp5C tras la digestión con McrBC es mucho mayor que en su 
línea parental (5.2). Este hecho nos conduce a dos conclusiones; mediante la 
técnica utilizada somos capaces de reportar la metilación de PEp5C en la línea 5.2 
acorde a lo publicado (Agorio & Vera, 2007), y además en el mutante ocp1 se hace 
patente un déficit en dicha metilación.   Se comprobó con posterioridad, que el 
estado hipometilado de PEp5C en ocp1 se correlaciona con un aumento en la 
expresión del gen reportador GUS a nivel de ARN mensajero, lo que explica la 
tinción histoquímica GUS constitutivamente positiva en el mutante (figura 1.14B).  
 
Por lo tanto podemos concluir que el mutante ocp1, debido a su alteración en la 
proteína NRPD2, muestra una hipometilación del promotor PEp5C, lo que provoca 
la expresión desregulada de la construcción PEp5C:GUS. 
 
Llegados a este punto y teniendo en cuenta que por un lado en el sistema 
homólogo el promotor de Ep5C se desmetila y se induce la expresión del gen tras la 
percepción de P.s.t DC3000; y por otro, que en A. thaliana la construcción 
PEp5C:GUS sufre similar regulación, el promotor se encuentra metilado en estado 
basal y mutantes como ocp11 (ago4-2) y ocp1 (nrpd2-53) muestran una 
hipometilación de dicho promotor; nos planteamos la posibilidad de que, el análisis 
mediante el uso de endonucleasas sensibles a metilación no sea lo suficientemente 
sensible como para detectar los cambios inducidos por la infección bacteriana. 
Sería factible así mismo, que en el sistema heterólogo de A.thaliana, PEp5C se 
comporte como un buen marcador del estado de la ruta RdDM pero que ésta no 
tenga relación con la respuesta de las plantas a microorganismos patógenos 
(cumpliendo al respecto AGO4 un papel independiente al resto de los 
componentes de la vía). 
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7.- SÍNTESIS DEL CAPÍTULO:  
 
En este capítulo I se han presentado las características fenotípicas y genéticas más 
representativas del mutante ocp1 entre las que destacan la expresión desrregulada 
de la construcción PEp5C:GUS, su comportamiento como alelo recesivo 
monogénico nuclear y su ligera hipersusceptibilidad al hongo necrotrofo B. cinerea.  
Considerando de interés dichas características se cartografió mediante posición en 
mapa la lesión portada por el mutante, concluyendo con la identificación de la 
deleción de una guanina en el gen At3g23780 que codifica la proteína NRPD2, 
pudiendo ser considerado ocp1 como el alelo nrpd2-53.  
NRPD2 corresponde a la segunda subunidad mayor de las polimerasas IV y V 
recientemente identificadas como específicas de plantas e implicadas en la vía de 
metilación de ADN dirigida por ARN pequeños interferentes (RdDM).  
 
Hemos corroborado que ocp1 (nrpd2-53) y nrpd2-2 muestran un comportamiento 
alélico. Además nrpd2-2 fenocopia la sobreexpresión de PEp5C mostrada por ocp1, 
así como ocp1 muestra una desmetilación en las dianas típicas de la RdDM (gen 
SUPERMAN, genes 5S y elemento AtSN1) similar a la que presenta nrpd2-2.  
Aun siendo ambos alelos de pérdida de función con fenotipos similares, ocp1 
muestra ciertas diferencias respecto a nrpd2-2 descritas a lo largo del capítulo, lo 
que revaloriza al alelo como herramienta de gran utilidad que facilite en un futuro 
la disección y entendimiento de la vía RdDM así como la regulación de las 
polimerasas IV y V.  
 
Además hemos concluido el capítulo identificando el sentido molecular de la 
expresión en condiciones no patogénicas de la construcción PEp5C:GUS en ocp1 ya 
que se demuestra la correlación entre la desmetilación del promotor PEp5C debida 
a la lesión en NRPD2 y la expresión del reportador GUS.  
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1.- ESTUDIO DE LA RELACIÓN ENTRE LA RdDM Y LA DEFENSA VEGETAL: 
 
Enlazando con el capítulo anterior donde el cartografiado del mutante ocp1 
relacionaba de nuevo la RdDM con la respuesta defensiva vegetal y teniendo en 
cuenta la susceptibilidad de ago4-2 frente a la bacteria P.s.t DC3000 (Agorio & 
Vera, 2007), encontramos de gran interés el llevar a cabo un estudio detallado de la 
interacción de la RdDM con la respuesta defensiva de la planta frente al ataque de 
microorganismos patógenos, con el fin de dilucidar en la medida de lo posible, el 
papel de dicha vía en la defensa vegetal.  
 
A rasgos generales se puede decir que, hasta hace relativamente poco tiempo, el 
concepto que se tenía acerca del ARN se basaba mayoritariamente en su papel 
como mensajero de la información genética desde la molécula utilizada como 
almacenaje de información (ADN) hasta la ejecución del programa genético por 
parte de las proteínas. Pero actualmente tal concepción ha cambiado radicalmente 
adoptando el ARN diversos papeles de gran importancia como el de reguladores de 
la expresión génica. En organismos eucariotas estas funciones biológicas incluyen el 
control de la expresión génica durante el desarrollo, defensa contra elementos 
transponibles y adaptación a estrés biótico y abiótico (Baulcombe, 2004; Buchon & 
Vaury, 2006; Ding & Voinnet, 2007; Kloosterman & Plasterk, 2006).    
Dentro de los ARN reguladores de la expresión génica encontramos distintos 
grupos de ARN pequeños endógenos entre los que se engloban los micro ARNs 
(ARNmi), trans-acting ARNsi, ARNsi asociados a repeticiones o heterocromatina; 
ARNsi naturales antisentido (Chapman & Carrington, 1998; Vazquez, 2006); y ARN 
largos interferentes (Katiyar-Agarwwal et al., 2007).  
 
En general, los pequeños ARN se implican en la represión de la expresión génica, 
bien a nivel trancripcional en el proceso denominado “silenciamiento génico 
transcripcional” (TGS, de transcriptional gene silencing) o bien a nivel 
postranscripcional, proceso denominado  “silenciamiento génico 
postranscripcional” (PTGS, de postranscriptional gene silencing). 
Ambos procesos implican intermediarios de ARN duplexos cuyo origen es variable, 
pudiendo derivarse de transcritos provenientes de repeticiones invertidas, 
transcritos naturales antisentido, ARNs derivados de la replicación viral, o bien a 
través de la copia de un ARN simplexo utilizado como molde por una de las 6 ARN 
polimerasa ARN dependientes con las que cuenta la especie modelo A. thaliana 
(RDR; Borsani et al., 2005; Mourrain et al., 2000; Cogoni & Macino, 1999; Dalmay et 
al., 2000). Posteriormente, los ARN duplexos, son procesados por endonucleasas 
denominadas DICER, de las cuales se conocen 4 en A. thaliana (Meister & Tuschl, 
2004); originando ARNs pequeños duplexos de entre 18-25 pb (Bernstein et al., 
2001; Hannon, 2002). Una de las hebras del pequeño ARN duplexo generado, se 
incorpora a complejos efectores (RISC) que incluyen proteínas de la familia de los 
AGO (Carmell et al., 2002; Sontheimer & Carthew, 2004; Peters & Meister, 2007); 
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mientras que la otra hebra es degradada. Una vez formado el complejo efector es 
el que llevará a cabo el silenciamiento génico, bien TGS o PTGS.    
 
En este contexto, la RdDM es un proceso descubierto en plantas, en el que a través 
de toda una compleja maquinaria molecular se generan pequeños ARNsi que 
median la metilación y el silenciamiento génico de sus secuencias complementarias 
en el genoma (Wassenegger et al., 1994; Mette, 2000; Chan et al., 2005), 
encuadrado en el mencionado proceso TGS. En vegetales, la metilación del ADN 
induce alteraciones en la estructura de la cromatina. Tal metilación puede 
encontrarse al menos en A. thaliana en todos los contextos de secuencia (CpG, 
CpHpG y CpHpH, donde H es adenina, citosina o timina). De hecho, en el genoma 
de A. thaliana en torno al 24% de las GC, 6,7% de CHG y un 1,7% de CHH están 
metiladas (Cokus et al., 2008) lo que ofrece una idea a cerca de su relevancia. 
 
La transcripción de las regiones altamente metiladas para generar los precursores 
de los ARNsi resultaba misteriosamente desconocida hasta que se identificaron dos 
Pol específicas de plantas en A. thaliana, denominadas Pol IV y Pol V (ver figura 
2.1). Estas polimerasas son complejos multiproteicos de 12 subunidades específicas 
o compartidas con alguna de las otras Pol. Así, como se menciona en el capítulo 
anterior NRPD1 y NRPE1 son la subunidad mayor de la PolIV y PolV 
respectivamente (Onodera et al., 2005; Herr et al., 2005; Pontier et al., 2005; 
Kanno et al., 2005) y ambas polimerasas comparten la segunda subunidad mayor 
denominada NRPD2 o bien NRPE2 (Pikaard et al., 2008; Ream et al., 2008; Pontes 
et al., 2006).  
Para la producción de los pequeños ARNsi de 24 nucleótidos, es requerida la 
actividad del complejo proteico Pol IV (del que forman parte NRPD1 y NRPD2 entre 
otras); aunque hay distintas hipótesis acerca del mecanismo (Revisado en Pickaard 
et al., 2008).  
 
  
79 
 
CAPÍTULO 2 79 
 
 
Figura 2.1: Esquema de la metilación de ADN mediada por pequeños ARN 
interferentes (RdDM). Pol IV polimeriza transcritos de ARN simplexos a partir de distintos posibles 
moldes. Estos ARN de simple cadena son tomados por RDR2 que sintetiza la hebra complementaria. Los 
ARN de doble cadena resultantes son procesados por DCL3 y HEN1 para dar lugar a los ARNsi 
funcionales. Los ARNsi y AGO4 se incorporan al complejo RISC que reconoce transcritos nacientes de Pol 
V. El complejo recluta en la región de los genes diana proteínas metilasas como DRM2 y remodeladores 
de cromatina como DRD1. La vía se puede retroalimentar si los transcritos de Pol V son tomados como 
molde por Pol IV. Pol IV (ARN polimerasa ADN dependiente IV) se compone entre otras subunidades por 
NRPD1 como subunidad mayor y NRPD2 como segunda subunidad mayor. RDR2, ARN polimerasa ARN 
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dependiente 2; DCL3, endonucleasa DICER like 3; HEN1, 2´-OH 3´terminal metilasa HUA ENHANCER 1; 
AGO4, ARGONAUTA4. Pol V (ARN polimerasa ADN dependiente V) se compone entre otras por NRPE1 
como subunidad mayor y NRPD2 como segunda subunidad mayor.  DRM2, metiltransferasa de dominios 
reordenados 2; DRD1, remodelador de cromatina específico de plantas similar a las proteínas 
SWI2/SNF2; MET1, ADN metiltransferasa 1; CMT3, cromometilasa 3. 
 
En principio, Pol IV podría transcribir directamente a través de la lectura del ADN 
genómico (siendo esta la hipótesis menos probable); así mismo, se baraja la opción 
de que Pol IV tome como molde ARNs simplexos provenientes de la transcripción 
de los loci metilados por parte de otra polimerasa. De forma adicional, Pol IV podría 
transcribir a partir de moldes de ARN duplexos provenientes de la transcripción de 
genes bidireccionales (incluidos los derivados de pares de genes antisentido o  del 
anillamiento de los ARN de larga distancia con sus ARN mensajero diana), o bien 
provenientes de la acción de alguna RDR, amplificando así las señales de 
silenciamiento. Otra vía de amplificación de la señal de silenciamiento incluiría el 
uso por parte de Pol IV de los transcritos producidos por Pol V. 
En cualquier caso, los ARN simplexos resultantes son tomados como molde por la 
ARN polimerasa ARN dependiente 2 (RDR2; Kanno et al., 2004; Kanno et al., 2005), 
que genera ARN duplexos, posteriormente  procesados por Dicer-like 3 (DCL3; Xie 
et al., 2004; Chan et al., 2004). Tras esto, la metiltransferasa nuclear HUA 
ENHANCER-1 (HEN1), metila el grupo 2´-OH del nucleótido 3´terminal, lo que 
conlleva la separación de las hebras del ARN duplexo para la formación del ARNsi 
funcional (Yu et al., 2005; Yang et al., 2006). Aguas abajo en la ruta encontramos a 
ARGONAUTA 4 (AGO4),  que une los ARNsi formando un complejo AGO-RISC que es 
guiado hacia las secuencias del genoma complementarias a las portadas por el 
ARNsi (Qi et al., 2006; Zilberman et al., 2004). Paralelamente, el complejo Pol V (del 
que forman parte NRPE1 y NRPD2) (Onodera et al., 2005; Pontier et al., 2005; Herr 
et al., 2005; Kanno et al., 2005) genera transcritos de los genes diana (Wierzbicki et 
al., 2008) con la ayuda del remodelador de cromatina DRD1 (Kanno et al., 2004). 
Evidencias recientes apuntan a que los complejos AGO4-ARNsi se unen a los 
transcritos de Pol V y el complejo recluta a la metiltransferasa DRM2 (Cao & 
Jacobsen, 2002; Chan, 2004) junto a complejos modificadores de histonas, para 
finalmente establecer el patrón de metilación en las secuencias complementarias a 
las portadas por el ARNsi.   
La consecuencia final de la RdDM es una metilación de ciertas regiones repetidas y 
su posterior silenciamiento transcripcional (Grewal & Elgin, 2007; Zaratiegui et al., 
2007). 
 
Más allá de sus implicaciones en el patrón de desarrollo vegetal y el mantenimiento 
de la integridad del genoma los ARNs pequeños también son componentes clave en 
las respuestas de las plantas a las condiciones cambiantes (adversas en 
determinadas ocasiones) del ambiente (Revisado en Chinnusamy & Zhu, 2009), 
incluyendo en éstas las respuestas frente a estrés tanto abiótico (Borsani et al., 
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2005; Agius et al., 2006; Zheng et al., 2008), como biótico (Revisado en Ruiz-Ferrer 
& Voinnet, 2009).   
El papel de los distintos tipos de ARN en la defensa vegetal es un tema actual y 
ampliamente discutido (Revisado en Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009), lo que añade 
interés al mismo tiempo que complejidad a nuestro estudio. En este capítulo 
pretendemos aportar, algo de luz en las implicaciones de la RdDM en la defensa de 
las plantas frente al ataque de microorganismos patógenos como son la bacteria 
biotrofa P. syringae; el hongo necrotrofo B. cinerea; y el potyvirus Plum pox virus 
(PPV).   
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2.- IMPLICACIÓN DE LA RdDM EN LA RESPUESTA DEFENSIVA FRENTE AL HONGO 
NECROTROFO B. cinerea:  
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a lo largo de la caracterización del 
mutante ocp1 en referencia a la respuesta defensiva frente al hongo necrotrofo B. 
cinerea (que recordemos era ligeramente hipersusceptible al hongo e incapaz de 
inducir la expresión de genes marcadores relacionados con la ruta del JA como 
PDF2.1), y conociendo la naturaleza de la  mutación, se propuso en principio un 
estudio comparativo del alelo nulo nrpd2-2 respecto a ocp1 (nrpd2-53) y plantas 
silvestres  en el desarrollo de dicha respuesta.  
Para ello se llevaron a cabo inoculaciones con el hongo B. cinerea de manera 
similar a las que se realizaron durante la caracterización de ocp1 (ver capítulo 1).  
 
 
 
Figura 2.2: Evaluación de la respuesta del mutante nrpd2-2 frente al hongo 
necrotrofo B.cinerea. El gráfico representa una comparativa entre tres poblaciones de plantas: 
nrpd2-2,  ocp1 y plantas silvestres Col-0, respecto a mediciones en el diámetro de la lesión ocasionada 
por el hongo a día 3 tras la inoculación mediante la deposición de una suspensión a una concentración 
de 2,5 x 104 conidias/ml. Las inoculaciones se realizaron en plantas crecidas 4 semanas en día corto. Las 
barras de error representan el desvío estándar de la media. Los ensayos fueron repetidos 3 veces. 
 
Los resultados obtenidos indican una hipersusceptibilidad significativa por parte del 
alelo nrpd2-2 respecto a la línea silvestre, así como una mayor hipersusceptibilidad 
de nrpd2-2 respecto a ocp1, que muestra un fenotipo intermedio (figura 2.2).  
Estos datos apuntan a un papel claro de la RdDM en la respuesta defensiva vegetal 
frente al ataque de hongos necrotrofos, apoyando a su vez la hipótesis formulada 
con anterioridad de ocp1 como un alelo hipomorfo de NRPD2.   
 
Como ya sabemos, NRPD2 forma parte de los complejos Pol IV y Pol V; así pues, 
con el objetivo de indagar un poco más en el papel que la RdDM pudiera 
desarrollar en este tipo de respuestas defensivas, se propuso el análisis del 
comportamiento de mutantes nulos para las subunidades mayores de tales 
polimerasas (nrpd1 y nrpe1; en concreto se utilizaron los mutantes insercionales 
nrpd1.3 y nrpe1.11) en infecciones con B. cinerea. Teniendo en cuenta los nuevos 
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avances en el conocimiento de la ruta, que aportan cada vez datos más concretos 
en cuanto a las especificidades de la Pol IV y Pol V, asignando papeles 
independientes a cada una de ellas (Pontes et al., 2009), se tomó la decisión de 
incluir en el análisis el mutante ocp11 (ago4-2).  
 
A 
 
 
B 
 
 
Figura 2.3: Evaluación de la respuesta de mutantes defectivos en Pol IV y Pol V 
frente al hongo necrotrofo B.cinerea. (A) El gráfico representa el diámetro de la lesión 
ocasionada por el hongo a día 3 tras la inoculación de la misma manera que en la figura 2.2. De nuevo, 
las barras de error representan el desvío estándar de la media, y las letras sobre las barras indican 
diferencias significativas tras realizar una comparación por contraste múltiple de rango según Fisher 
(LSD) entre los genotipos analizados. (B) La gráfica representa los datos obtenidos tras la medición del 
diámetro de lesión para cada uno de los genotipos agrupados en 5 clases. La longitud de la barra para 
* * * 
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cada una de clases indica la proporción de individuos de cada genotipo que se incluye en dicha clase. Los 
asteriscos marcan genotipos que muestran diferencias significativas respecto a sus líneas parentales 
(nrpe1 y nrpd2 respecto a Col-0; y ocp11 respecto a 5.2) tras un tratamiento estadístico mediante χ2.    
 
En la figura 2.3 se muestran los datos obtenidos representados como medida del 
diámetro de lesión (expresados como media de los diámetros obtenidos en cada 
genotipo en la gráfica A, o bien mediante una clasificación de dichos diámetros en 
categorías en la B). Por un lado se observa de nuevo el ligero aunque consistente 
incremento en susceptibilidad de ocp1 (nrpd2-53) y una hipersusceptibilidad 
significativamente mayor para el mutante ocp11 (ago4-2) respecto a su línea 
parental 5.2; por otro se pone de manifiesto la hipersusceptibilidad de nrpd2 y 
nrpe1 respecto a la línea silvestre. Los datos obtenidos constituyen evidencias 
novedosas que apuntan a una relación de la RdDM con la respuesta defensiva 
frente al hongo necrotrofo B. cinerea. 
 
Lo curioso de los resultados obtenidos es que nrpd1 no muestra diferencias 
significativas respecto a la línea silvestre, apuntando así a una implicación clara de 
la Pol V y AGO4 en la respuesta frente a hongos necrotrofos, al menos 
parcialmente, independiente a la llevada a cabo por la Pol IV.  
La Pol V (más allá de su consabida función en la metilación de novo como proteína 
implicada en la RdDM) ha sido recientemente relacionada con el mantenimiento de 
la metilación de forma independiente a la Pol IV, ligada a DRD1, y parcialmente 
ligada a la actividad de proteínas clásicamente relacionadas con éste proceso como 
son MET1 y DDM1 (Pontes et al., 2009).  Además, contando cada vez con un mayor 
número de evidencias que apuntan a que el complejo formado por la unión del 
ARNsi-AGO4 se ve reclutado de alguna manera por el transcrito naciente del 
complejo Pol V, nunca ha sido descartada la posibilidad de que AGO4 pudiera ligar 
no solo ARNsi provenientes de Pol IV, sino también ARN pequeños de otra 
naturaleza. Así, los datos obtenidos apuntan a que el papel de la Pol V en la 
defensa frente a B. cinerea es independiente de Pol IV. De esta manera, podría ser 
que los mecanismos defensivos implicados estén mediados por determinados ARN 
pequeños de naturaleza aún desconocida capaces de unirse a AGO4 y ser 
reclutados o bien transcritos por el complejo Pol V.  
 
Como se mencionó en la introducción y capítulo 1, las respuestas defensivas 
vegetales frente a microorganismos necrotrofos no parecen depender tanto de la 
ruta de señalización del SA como del JA; por lo que teniendo en cuenta la 
incapacidad mostrada por ocp1 en la inducción de la expresión de genes 
indicadores de la activación de dicha vía, los datos obtenidos apuntan a que el 
aumento en la susceptibilidad mostrada por los mutantes relacionados con Pol V 
podría estar relacionada con la señalización del JA. 
  
Así, dentro del trabajo con proyección futura para este estudio, se abren las 
puertas al análisis de mutantes de pérdida de función para genes como DRD1, 
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MET1 y DDM1, así como el estudio de inducción de genes considerados 
marcadores de la vía JA/ET, y la generación y análisis de dobles mutantes. 
3.- IMPLICACIÓN DE LA RdDM EN LA RESPUESTA DEFENSIVA FRENTE AL 
POTYVIRUS PPV: 
 
Los virus son considerados actualmente la mayor amenaza para cultivos y plantas 
ornamentales. Se conocen tanto virus vegetales cuyo material genético es ARN 
como ADN, siendo los de ARN los de mayor frecuencia.  
 
El papel de los ARNsi en la defensa de las plantas frente a los virus comenzó a 
aclararse hace cerca de una década tras dos descubrimientos clave: 
 
- La infección de un virus provoca la activación de un mecanismo de 
destrucción de ARN relacionados con el genoma viral invasor (Lindbo et 
al., 1993).  
- Los virus codifican potentes supresores del silenciamiento como 
mecanismo para bloquear el sistema anterior (Anandalakshimi et al., 
1998; Brigneti et al., 1998).  
 
En el caso de los virus cuyo genoma se constituye de ADN, se han observado 
evidencias claras acerca de los papeles bien directos o indirectos que lleva a cabo la 
RdDM en la interacción (Raja et al., 2008; Wang et al., 2005). En cuanto a la 
respuesta que se dispara frente al ataque de un virus cuyo genoma se constituye 
por moléculas de ARN la controversia aumenta considerablemente.  
El papel que juega el silenciamiento mediado por ARN en el desarrollo de una 
infección viral puede dividirse en dos niveles; por un lado los ARN duplexos del 
virus pueden ser procesados hacia ARNsi que medien la destrucción de otras 
moléculas de ARN viral; o bien se puede producir un silenciamiento sistémico que 
se dispersa hacia tejidos distales siguiendo las mismas rutas utilizadas por el virus, 
sirviendo de alguna manera (aún desconocida) como mecanismo protector. Se 
considera que este último nivel que pretende poner freno a la infección a nivel 
sistémico es el de mayor importancia para la defensa. Al respecto, se han llevado a 
cabo algunos trabajos que indican una correlación de los ARNsi de 24 nucleótidos 
(implicados en la RdDM) con la recepción de la señal y dispersión sistémica del 
silenciamiento a larga distancia vía floema, mientras que la transmisión célula a 
célula del silenciamiento dependería en mayor grado de los ARN de 21 nucleótidos 
(Hamilton et al., 2002; Brosnan et al., 2007). En cualquier caso, la mayoría de estos 
estudios se realizan a través de ensayos indirectos que suponen que el 
silenciamiento sistémico disparado en una infección vírica es similar al producido 
por construcciones silenciadoras, lo que teniendo en cuenta el papel de la RdDM en 
el silenciamiento de secuencias repetidas del genoma, provoca a veces 
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incertidumbre a la hora de extrapolar resultados para hablar de la interacción 
planta-virus.  
 
De cualquier  modo, contando con la incertidumbre existente acerca de la relación 
entre la RdDM y la respuesta a infecciones virales, así como los resultados 
obtenidos en la caracterización frente a hongos necrotrofos, resultaba de interés 
realizar análisis con mutantes nulos para diversas proteínas de dicha vía frente a 
virus. 
Para ello se escogió el Plum pox virus (PPV), que es un  virus perteneciente a la 
familia Potivyviridae y al género de los Potyvirus, el cual constituye uno de los 
grupos taxonómicos de virus de mayor relevancia capaces de provocar infecciones 
en plantas (Shukla et al., 1994; Fauquet & Mayo, 1999), predominantemente 
solanáceas.   
 
Con el objetivo de analizar el desarrollo de la infección comparativamente en 
plantas nrpd2-2 respecto a plantas silvestres (Col-0) se realizaron inoculaciones 
mediante agroinfiltración del virus PPV fusionado a la proteína fluorescente verde 
(GFP); para facilitar su seguimiento durante la dispersión a lo largo de la planta. En 
un primer abordaje decidimos analizar la dispersión sistémica del virus como 
fenotipo más probable, basándonos en la bibliografía existente.    
 
A                                                B       
     
 
Figura 2.4: Estudio de la susceptibilidad del mutante nrpd2 frente al virus PPV. 
(A) Las imágenes muestran la dispersión viral sistémica en plantas Col-0 y nrpd2, visualizada mediante 
la fusión de GFP a la proteína de la cubierta del virus. Las imágenes fueron tomadas en dos individuos 
pertenecientes a cada genotipo a modo representativo 20 días tras la inoculación (d.p.i) mediante 
agroinfiltración. Claramente se aprecia una mayor dispersión del virus en el mutante nrpd2 respecto a 
Col-0, donde la infección sistémica era incipiente en el momento de toma de fotografías. (B) La imagen 
ilustra la sintomatología provocada por el PPV de forma comparativa en ambas poblaciones de plantas 
36 d.p.i.  
 
Como ilustran las fotografías de la figura 2.4A, a los 20 días tras la inoculación con 
el virus en hojas de roseta pertenecientes a plantas crecidas en día corto durante 5 
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semanas (35 días hasta la inoculación y 55 días de vida hasta la toma de las 
fotografías), se hizo patente una hipersusceptibilidad de las plantas nrpd2 respecto 
al control Col-0. El experimento fue repetido de forma similar 3 veces, obteniendo 
los mismos resultados. Dicha observación representa por primera vez una 
evidencia clara a cerca de la implicación de NRPD2 en la resistencia frente a 
potyvirus. 
La sintomatología capaz de producir un virus para un hospedador en concreto, 
depende no solo de la cepa del virus, sino también de variaciones ambientales y de 
complejas interacciones que se producen entre el virus y la maquinaria del 
hospedador a nivel celular y molecular (muy dependiente del estado fisiológico de 
la planta en el momento de la infección y durante el desarrollo de ésta). Como 
consecuencia de la íntima relación que se establece entre uno y otro organismo, la 
sintomatología asociada a la infección viral es difícil de concretar, siendo variable. 
En concreto, los síntomas ocasionados por la infección con PPV en A. thaliana no 
suelen resultar demasiado llamativos, siendo en algunas ocasiones apreciable en 
los tallos florales cierto abigarramiento. Lo más sorprendente de nuestro estudio 
fue, que pese a ser el PPV un virus parcialmente asintomático, en una de las 
réplicas las plantas fueron llevadas hasta su floración, y 36 días tras la inoculación 
se pudieron observar síntomas en las plantas inoculadas, teniendo consecuencias 
mucho más acentuadas en el mutante nrpd2. En la fotografía 2.4B se muestra una 
población de plantas Col-0 respecto a otra población nrpd2, todas ellas inoculadas 
por agroinfiltración con PPV;  quedando de manifiesto la mencionada 
sintomatología. A modo descriptivo, podemos apuntar que se observó una menor 
acumulación de antocianos en las plantas nrpd2-2, además del mencionado 
abigarramiento de los tallos florales.  
 
Tales resultados implicaban directamente a la RdDM con la defensa antiviral de las 
plantas, aportando evidencias claras mediante inoculaciones directas con el virus, a 
diferencia de gran parte de los trabajos realizados hasta la fecha los cuales han sido 
realizados en su mayoría mediante el uso de construcciones silenciadoras.  
 
Con el objetivo de ahondar en dicha implicación y contando con mutantes de 
pérdida de función para las subunidades mayores de las polimerasas IV y V (nrpd1 y 
nrpe1), además de los alelos nrpd2-53 (ocp1, presunto alelo hipomorfo) y ago4-2 
(ocp11), generados en el laboratorio y en fondo Col-0, se planteó un experimento 
comparativo de todos los mutantes llevado a cabo de manera similar al caso 
anterior. En este caso, se realizaron inoculaciones en poblaciones de 15 individuos 
por cada genotipo. Al igual que en el experimento anterior, se procedió a la 
visualización de síntomas a nivel sistémico, mediante la detección de la proteína 
fluorescente verde (GFP) fusionada al virus; pero se consideró la posibilidad de 
realizar detecciones a diferentes tiempos tras el inicio de la infección, con el 
objetivo de estudiar la dispersión del virus de forma dinámica, abriendo la puerta a 
la observación de comportamientos diferenciales de forma más precisa. De esta 
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manera, se analizó la dispersión sistémica del virus realizando observaciones a los 
8, 10, 12, 15, 18, 22 y 25 d.p.i. En la figura 2.5A y B se muestran los resultados del 
experimento, mediante el graficado del número de plantas que mostraron virus en 
hojas distintas a la inoculada los días 18, 22 y 25, expresados como porcentaje 
respecto al número total de individuos inoculados.  La gráfica 2.5A muestra de 
forma más visual las diferencias que se establecen a los 18 y 22 d.p.i; mientras que 
la gráfica 2.5B es más adecuada para analizar la progresión de la infección para 
cada uno de los genotipos. 
 
A 
 
 
B 
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C 
 
 
 
Figura 2.5: Análisis de la susceptibilidad a PPV de mutantes defectivos en Pol IV y 
Pol V. (A) y (B) Las gráficas representan el porcentaje de plantas con detección del virus a nivel 
sistémico a 18, 22 y 25 d.p.i. (C) El panel muestra imágenes de 6 individuos de cada uno de los 
genotipos, observadas a través de una lupa de fluorescencia a los 22 d.p.i. Las distintas poblaciones de 
plantas inoculadas fueron crecidas en condiciones de día corto durante 5 semanas antes de la 
inoculación.  
 
Concluyendo con los datos recogidos en la figura 2.5C (se muestran fotografías de 6 
individuos de cada uno de los genotipos a los 20 d.p.i con el objetivo de hacer llegar 
al lector una idea del fenotipo observado a nivel poblacional), podemos decir que 
los mutantes para las subunidades mayores de las polimerasas IV y V (nrpd1 y 
nrpe1) mostraron resistencia a la infección viral, mientras que ocp11 parece no 
presentar grandes diferencias respecto a Col-0, y ocp1 muestra un fenotipo muy 
leve, con tendencia a la susceptibilidad (lo que corrobora la hipótesis de que 
estamos ante un alelo hipomorfo). Como control utilizamos nrpd2, que muestra la 
susceptibilidad descrita anteriormente.  
 
La interpretación de los resultados podría complicarse al presentar nrpd1 y nrpe1 
fenotipos opuestos al de nrpd2, aunque dado que NRPD2 forma parte de los dos 
complejos (Pol IV y Pol V), no sería extraño encontrar un mecanismo 
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compensatorio en los mutantes nrpd1 y nrpe1. Una posible hipótesis que explicaría 
dicho comportamiento podría ser que con la falta de una de las polimerasas se 
acentúe el papel de la otra en los mutantes. 
 
Actualmente, nos disponemos a evaluar el comportamiento del doble mutante 
nrpd1 nrpe1, con la premisa de que en el caso de ser cierta la hipótesis expuesta, el 
doble mutante carente de las dos polimerasas debería ser capaz de fenocopiar el 
comportamiento de nrpd2 en el marco de una infección viral. En caso contrario, 
estaríamos reportando funciones del gen NRPD2 independientes a las de la Pol IV y 
Pol V. También podría suceder que el virus requiriese para su infectividad, de 
alguna manera, NRPD1 y NRPE1 de forma independiente a NRPD2. Así, en el 
mutante nrpd2 el virus dispondría de NRPD1 y NRPDE1 que no se encontrarían 
interaccionando con NRPD2, lo que sería coherente con los fenotipos observados.     
 
En cualquier caso, tras los estudios realizados, encontramos una relación clara 
entre la RdDM y la defensa viral. Aparentemente, al menos NRPD2 parece ser 
necesario para una correcta defensa a nivel sistémico de las plantas frente al virus 
PPV, mientras que NRPD1, NRPE1  y AGO4 no lo son.  
Como último apunte al epígrafe, comentar el fenotipo mostrado por ocp1, con un 
comportamiento intermedio entre la respuesta mostrada por las plantas silvestres 
y el  alelo nulo del gen NRPD2, lo que avala la hipótesis de tratarse de un alelo 
hipomorfo.   
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4.- ANÁLISIS DE LA RESPUESTA DEFENSIVA FRENTE A LA BACTERIA P.s.t DC3000: 
 
Con los resultados obtenidos tras el análisis de diversos fenotipos para el mutante 
ocp1 (nrpd2-53) respecto al mutante nulo nrpd2-2, y teniendo en cuenta la 
hipersusceptibilidad mostrada por ocp11 (ago4-2) frente a P.s.t DC3000, que 
indicaba el requerimiento de AGO4 para una correcta defensa frente a dicha 
bacteria (Agorio & Vera, 2007), se planteó un estudio de la respuesta frente a P.s.t 
DC3000 para mutantes relacionados tanto con AGO4 como con NRPD2, así como 
para el alelo nulo de NRPD2.  
 
La implicación de los pequeños ARN en la defensa frente a bacterias se torna 
compleja si tenemos en cuenta el cierto desconocimiento existente en cuanto a las 
dianas de los ARN y las interacciones entre las diversas rutas (ARNmi, ARNsi, ARN 
naturales antisentido, trans-actin ARNs…).  
Fue descubierto que a nivel de respuesta inmune mediada por efectores (ETI), tras 
una inoculación bacteriana, un ARN natural antisentido se inducía tras el 
reconocimiento específico del efector AvrPt2 de P.s.t DC3000 (ARNATGB2 natural 
antisentido) (Katiyar-Agarwal et al., 2006). En este mecanismo, a través de ARNs 
naturales interferentes, se activarían mecanismos defensivos tras la llegada del 
patógeno. Según los autores, este mecanismo implicaría la actividad de DCL1, HYL1, 
y HEN1 (de la vía de los ARNmi), RDR6 y SGS3 (con papel en la amplificación de las 
señales de ARNsi) y de la subunidad mayor de la Pol IV (NRPD1, perteneciente al 
silenciamiento de heterocromatina) (Katiyar-Agarwal et al., 2006).  
Por otro lado, se identificó una nueva clase de ARNsi de tamaño atípico (39-41 
nucleótidos) que se denominaron ARNlsi (largos), que de la misma manera que en 
el caso anterior  se inducían en respuesta a estrés biótico en A. thaliana bajo 
interacciones incompatibles con la bacteria P.s.t DC3000.  
En este caso, su biogénesis implicaría las mismas proteínas que en el caso anterior, 
además de AGO7, DCL4 y NRPE1. Por el contrario no se encontraron relacionadas 
RDR6 y SGS3 (Katiyar-Agarwal et al., 2007).  
 
En cualquier caso, más del 30% del genoma de A. thaliana es capaz de producir 
transcritos para ambas hebras (sentido y antisentido) (Yamada et al., 2003), 
algunas de las cuales podrían ser inducidas transcripcionalmente mediante estrés 
biótico y dar lugar a ARN duplexo, sustrato de las DCL, incluso relacionándose en 
ocasiones con las proteínas implicadas en la RdDM.  
 
Para los ARNmi y su implicación en la respuesta frente a infecciones bacterianas, se 
han observado relaciones claras; pero en este caso a nivel de la inmunidad 
disparada por patrones moleculares asociados a patógenos (respuesta PTI, menos 
específica que en el caso de la ETI).  ARNmi393 fue el primer ARNmi relacionado 
con la respuesta PTI (Navarro et al., 2006). El transcrito de AtmiR393a es inducido 
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por un péptido PAMP derivado de flagelina (flg22) inhibiendo el receptor de 
auxinas (TIR1) y proteínas relacionadas. Consistentemente, los mutantes dcl1 y 
hen1 se comportaron como susceptibles a la bacteria avirulenta P.s.t DC3000 hrcC 
(Navarro et al., 2008). 
El hecho de que HEN1 esté implicado en todas las rutas de silenciamiento en A. 
thaliana induce a pensar que tal vez otros tipos de ARNs puedan orquestar la PTI 
(Katiyar-Agarwal et al., 2007; Katiyar-Agarwal et al., 2006). 
 
Un elemento común en todos los casos expuestos es la represión mediante ARN 
pequeños de reguladores negativos de defensa que  estarían constitutivamente 
expresados en la planta. Tal hecho tiene evidentes ventajas adaptativas ya que por 
un lado, mantendrían las defensas inhibidas mientras no son necesarias con el 
consiguiente ahorro energético para la planta; y por otro lado, la modulación a 
nivel proteico o de ARN supone un aumento en la velocidad de la respuesta a la 
infección (Tian et al., 2003). 
 
Como últimas pinceladas en el escenario en que se desarrolla el trabajo debemos 
remarcar la confusión existente respecto a la relación directa entre la RdDM y la 
respuesta defensiva. Dicha incertidumbre se puso aún de mayor manifiesto tras el 
descubrimiento de que AGO4 es requerido para una adecuada respuesta defensiva 
frente a microorganismos biotrofos, mostrando los mutantes ago4-1 y ago4-2 
hipersusceptibilidad frente a la mencionada clase de patógenos vegetales (Agorio & 
Vera, 2007). La parte quizá más intrigante de la hipersusceptibilidad mostrada por 
ago4 es que mutantes pertenecientes a la RdDM (desde una concepción clásica), 
como son  dcl3, rdr2, cmt3, drm1drm2 y drd1, no fenocopian a ago4 (Agorio & 
Vera, 2007).  
 
Así, con los resultados obtenidos tras el análisis de diversos fenotipos para el 
mutante ocp1 (nrpd2-53) respecto al mutante nulo nrpd2-2, y teniendo en cuenta 
la hipersusceptibilidad mostrada por ocp11 (ago4-2) frente a P.s.t DC3000, que 
indicaba el requerimiento de AGO4 para una correcta defensa frente a dicha 
bacteria (Agorio & Vera, 2007), se planteó un estudio de la respuesta frente a P.s.t 
DC3000 para mutantes alterados en componentes íntimamente ligados tanto a 
AGO4 como a NRPD2, como son los defectivos en las polimerasas Pol IV y Pol V 
(utilizados en los epígrafes anteriores), así como para el alelo nulo de NRPD2. Con 
el objetivo de encontrar otros componentes implicados en la señalización defensiva 
mediada por AGO4 e intentar aclarar en la medida de lo posible el papel de la 
RdDM en este tipo de interacción planta-patógeno.  
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Figura 2.6: Estudio de la susceptibilidad frente a la cepa compatible de la bacteria 
P.s.t DC3000 para mutantes defectivos en las polimerasas Pol IV y Pol V. 
En las gráficas (A) y (B) se representa el crecimiento bacteriano en plantas inoculadas con 1x105 
ufc/mL de P.s.t DC3000 mostrando dos réplicas independientes. Los datos se expresan como el 
logaritmo de las unidades formadoras de colonia por área foliar (Log (ufc/cm2)). Las barras de error 
representan el desvío estándar de la media. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas 
tras realizar una comparación por contraste múltiple de rango según Fisher (LSD) entre los genotipos 
analizados. Todas las poblaciones de plantas se inocularon tras 5 semanas de crecimiento en 
condiciones de día corto. En (A) se representa el crecimiento bacteriano a 3 y 5 d.p.i. y en (B), se 
representa el crecimiento bacteriano 3 d.p.i. (C) Las fotografías ilustran la sintomatología  ocasionada 
por P.s.t DC3000 a los 7 d.p.i.   
 
En las gráficas 2.6 A y B se muestran dos de las réplicas consideradas como 
representativas de los experimentos llevados a cabo con la cepa compatible de la 
bacteria P.s.t DC3000, y en la figura 2.6 C se muestran fotografías de la 
sintomatología ocasionada por la infección bacteriana.  Se realizaron un mínimo de 
3 réplicas de todos los genotipos, llegando incluso a 8 réplicas para el caso de 
nrpd1, nrpe1 y nrpd2. En ninguna ocasión se pudo apreciar un comportamiento 
similar al mostrado por ago4-2 (ocp11).  Sorprendentemente, en todos los casos los 
mutantes nrpd2, nrpe1 y el doble mutante nrpd1 nrpe1 mostraron resistencia a la 
bacteria de forma estadísticamente significativa respecto a una población de 
individuos silvestres (Col-0).  Cierta tendencia a la resistencia fue observada en 
nrpd1 aunque de forma mucho más ligera, lo que no siempre resultó ser 
significativo.  
 
Como control se analizó en todos los casos el mutante ago4-2 (ocp11) y en algunas 
de las réplicas se incluyeron mutantes afectados en la vía de señalización del ácido 
salicílico tales como npr1 (mencionado en el capítulo anterior), NahG (línea 
transgénica en fondo Col-0, sobreexpresora de una enzima salicilato hidroxilasa de 
origen bacteriano y con capacidad para degradar el SA, por lo que la ruta defensiva 
en la que se implica queda alterada – Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994; 
Lawton et al., 1995- ) y pad4 (mutante defectivo en el gen PAD4, que codifica una 
proteína lipasa requerida para la inducción de la vía del ácido salicílico y los genes 
PR – Zhou et al., 1998-).  
 
En algunas de las réplicas fue de nuevo estudiado el comportamiento del mutante 
ocp1 junto con su parental 5.2 (PEp5C:GUS). En ninguno de los casos se apreciaron 
diferencias entre ellos, ni referidas a la línea silvestre Col-0, reafirmando la 
hipótesis de ocp1 como alelo hipomorfo de NRPD2 capaz de mostrar un 
comportamiento diferencial respecto al alelo nulo nrpd2-2 (resultado no 
mostrado). 
La interpretación de los resultados obtenidos en mutantes defectivos en las 
polimerasas IV y V se tornó en un principio compleja ya que implica la existencia de 
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ciertas funciones de AGO4 relacionadas con la defensa vegetal, e independientes a 
la vía RdDM.  Aunque por otro lado, podría llegar a ser un fenotipo menos 
sorprendente, si nos basamos en los resultados obtenidos tras inoculaciones con 
hongos necrotrofos en el epígrafe 1 de este mismo.  
Así, podría ser relevante a este nivel el hecho de que los mismos mutantes (nrpd2 y 
nrpe1) parezcan tener alterada la ruta del JA, ya que las rutas del SA (la más 
representativa en la respuesta frente a microorganismos biotrofos como P.s.t) y JA 
presentan relaciones antagónicas que culminan en ocasiones con la inhibición de 
una de las vías debido a la inducción de la otra, con el objetivo de optimizar la 
respuesta frente a una determinada infección (Revisado en Bostock, 2005; Spoel et 
al., 2007).  Si tenemos esto en cuenta, mutantes defectivos en la señalización 
mediada por JA, serían susceptibles de presentar de alguna manera más inducida 
(menos reprimida) la ruta del SA, generando una respuesta más eficiente a la 
bacteria biotrofa P.s.t DC3000.  Las bases de dicha regulación podrían ser la 
existencia de un control mediado por la RdDM en genes de respuesta implicados en 
la ruta del SA a través de su metilación (desmetilados y por lo tanto desreprimidos 
en los mutantes nrpd2 y nrpe1) y que como consecuencia de la activación de dicha 
vía (más allá de mostrar cierta resistencia frente a infecciones con microorganismos 
biotrofos) se produzca una inhibición de la señalización mediada por JA (lo que 
provoca el fenotipo de hipersusceptibilidad frente a hongos necrotrofos asociado a 
los mismos mutantes). 
 
En cualquier caso, parece cada vez más evidente que AGO4 posee funciones 
independientes a las que desarrolla en la RdDM, por lo que llegados a este punto 
en nuestro estudio, nos planteamos la importancia de la localización subcelular de 
los diversos componentes de la RdDM.  
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5.- ESTUDIO DE LA IMPLICACIÓN DE LOS CUERPOS DE CAJAL EN LA RESPUESTA A 
LA BACTERIA P.s.t. DC3000: 
 
Existen diversos cuerpos de procesamiento de ARN en el núcleo celular, entre ellos 
tal vez los Cuerpos de Cajal son los más conocidos (figura 2.7). Los Cuerpos de Cajal 
fueron descritos por primera vez por Ramón y Cajal en 1903 y designados como 
cuerpos nucleolares accesorios (Revisado en Gall, 2000 y 2003; Shaw & Brown, 
2004; Cioce & Lamond, 2005; Ogg & Lamond, 2002; Matera, 2003). Han sido 
observados en la mayoría de tipos celulares de vertebrados y en todos los tipos 
celulares analizados de especies de plantas, tanto monocotiledóneas como 
dicotiledóneas (Lafontaine, 1965; Beven et al., 1995; Acevedo et al., 2002).   
 
 
 
Figura 2.7: Compartimentos de la interfase del núcleo celular.  
Adaptado de Pontes & Pikaard, 2008. 
 
Los Cuerpos de Cajal se muestran como estructuras dinámicas que se mueven, 
fusionan entre ellos, e incluso asocian a, o se introducen en, el nucleolo (Boudonck 
et al., 1999; Platani et al., 2000).  
 
Hasta la fecha, los estudios bioquímicos asignan a los Cuerpos de Cajal funciones 
relacionadas con la maduración y ensamblaje de ARN. De hecho, en los Cuerpos de 
Cajal se pueden encontrar ARNs implicados en la modificación de ARN pequeños 
nucleares y pequeños nucleolares (Jady & Kiss, 2001; Darzacq et al., 2002). En línea 
con su naturaleza de estructuras dinámicas se ha observado el tráfico de distintas 
especies de ARN que entran y salen de los cuerpos de Cajal (incluso podrían 
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almacenarse en su interior) (Sleeman et al., 2003; Dundr et al., 2004), lo que avala 
su papel como sitio de procesamiento de ARN. 
 
Sin embargo, las funciones específicas desarrolladas en los Cuerpos de Cajal 
permanecen aún desconocidas; de hecho, mutantes insercionales de ratón para el 
gen COILIN poseen Cuerpos de Cajal claramente alterados, pero más allá de una 
reducción en su tamaño, no presentan ningún otro fenotipo asociado (Tucker et al., 
2001). Por ello, resulta de indudable interés el estudio de la relación de dichos 
cuerpos con la respuesta defensiva, con la esperanza de asignar un papel 
adaptativo a esta estructura celular, carente de función biológica conocida desde 
su descubrimiento en 1903. 
 
En los últimos años, mediante estudios de colocalización de proteínas se han 
obtenido numerosos datos acerca de la localización subcelular de varios de los 
componentes de la vía RdDM (figura 2.8). En un primer momento se determinó la 
localización de algunos de estos componentes (NRPD1, NRPD2 y DRD1) en los  loci 
diana de la RdDM, mientras que otros componentes (RDR2, DCL3, AGO4 y NRPE1) 
parecían asociados en cuerpos de procesamiento relacionados con el nucleolo 
(Pontes et al., 2006). Más tarde se observó la colocalización de AGO4 y NRPE1 con 
determinados marcadores asociados a los Cuerpos de Cajal como U2B´´ o SmD3. 
Estos datos aportaban un escenario de compartimentalización además de, 
posiblemente, un nuevo nivel de regulación a la RdDM. 
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Figura 2.8: El papel de los Cuerpos de Cajal en la biogénesis y funciones de los 
ARNmi y ARNsi de plantas.   
Extraído de Pontes & Pikaard, 2008. 
 
Con el objetivo de estudiar en profundidad la función de AGO4 en la respuesta 
inmune de las plantas, así como abordar el entendimiento de su fenotipo 
totalmente independiente al resto de los mutantes de la RdDM analizados, se dio 
paso a un análisis en profundidad de la posible implicación de dichos cuerpos de 
procesamiento en las interacciones planta-patógeno. Para ello se empleó una 
batería de mutantes implicados tanto en la formación y funciones llevadas a cabo 
por los Cuerpos de Cajal, analizando su respuesta frente a la bacteria P.  syringae.  
 
  
  
99 
 
CAPÍTULO 2 99 
5.1.- ESTUDIO DE LA RESPUESTA DEFENSIVA DEL MUTANTE ncb1 FRENTE A LA 
BACTERIA P.s.t DC3000: 
 
Es conocido cierto reparto dinámico de AGO4 en dos tipos de cuerpos nucleares. 
Por un lado se observó una localización mayoritaria de AGO4 en los cuerpos de 
Cajal (95% de los casos), y por otro, una colocalización de AGO4 y NRPE1 (por 
entonces conocido como  NRPD1b) en lo que se denominó Cuerpos AB (Li et al., 
2008).   
En nuestro empeño por identificar las funciones llevadas a cabo por AGO4 
relacionadas con la respuesta defensiva e independientes a la RdDM, valoramos la 
posibilidad de que dichas funciones fueran dependientes de la localización de 
AGO4 en los cuerpos AB. Tal opción quedó relegada a un segundo plano como 
consecuencia de los resultados obtenidos en los experimentos anteriores y el 
estudio de la bibliografía al respecto.  En tal bibliografía se mencionaba la 
observación de la desaparición de los cuerpos AB en mutantes defectivos en NRPE1 
(Li et al., 2008). Bajo la hipótesis de que la función llevada a cabo por AGO4 
relevante para la defensa bacteriana tiene lugar en los cuerpos AB, se esperaría 
una hipersusceptibilidad similar a la de ago4-2 en mutantes defectivos en dichos 
cuerpos (mutantes nrpe1 o nrpd2). Si tenemos en cuenta los datos obtenidos en el 
epígrafe anterior, donde los resultados para dichos mutantes apuntaban a un 
aumento en la resistencia, la hipótesis de un requerimiento de los cuerpos AB en la 
defensa bacteriana quedaría descartada. 
 
Siendo cierto que las funciones de AGO4 requeridas para una correcta respuesta 
defensiva no se desarrollan en los cuerpos AB, resultaba atractiva la idea del 
estudio de la importancia de la integridad de los Cuerpos de Cajal para la defensa 
frente a patógenos biotrofos.  
 
Durante el estudio en que se describió el reparto de AGO4 en los Cuerpos de Cajal y 
los Cuerpos AB fue utilizado como herramienta un mutante defectivo en la 
formación de Cuerpos de Cajal, ncb1 (Li et al., 2008). ncb1 fue identificado en un 
rastreo de mutantes que presentaban alteraciones en los Cuerpos de Cajal, 
observadas mediante la localización en plantas transgénicas que expresan la 
proteína U2B´´ fusionada a GFP. ncb1 porta una mutación en el gen At1g13030, 
que codifica una proteína denominada AtCOILIN,  debido a su homología con la 
proteína COILIN. Tal mutación origina un cambio en el procesamiento del ARN 
mensajero y un déficit en la proteína AtCOILIN que tiene como consecuencia una 
disgregación de los cuerpos de Cajal (Collier et al., 2006).  
 
Bajo estas premisas nos propusimos iniciar un estudio a cerca de la importancia de 
los cuerpos de Cajal en la defensa frente a P.s.t DC3000, realizando infecciones del 
mutante, ncb1, de forma comparativa a mutantes de la RdDM de los cuales 
conocíamos el comportamiento frente a P.s.t DC3000.  
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Figura 2.9: Estudio de la respuesta del mutante ncb1 frente a la cepa compatible 
de P.s.t. DC3000. En la gráfica se muestra el crecimiento bacteriano en plantas inoculadas de la 
misma manera que se describe en la figura 2.6. Los datos se expresan como el logaritmo de las unidades 
formadoras de colonia por área foliar (Log (ufc/cm2)) a 3 d.p.i.  
 
Así, en la gráfica 2.9, podemos observar los resultados obtenidos para el mutante 
ncb1 en comparación con plantas silvestres Col-0, y los mutantes nrpd2 y ago4-2; 
en inoculaciones con la cepa compatible de la bacteria P.s.t DC3000. También se 
incluye en el análisis, como control, el mutante npr1. 
En el mutante ncb1 se observa un crecimiento bacteriano mucho mayor que las 
plantas silvestres Col-0, llegando a mostrar una hipersusceptibilidad similar al 
mutante ago4-2 (ocp11), lo que apuntaba a una relación clara entre los Cuerpos de 
Cajal y la respuesta defensiva vegetal.  
Además, el hecho de que mutantes defectivos en cuerpos AB presenten un 
aumento en la colocalización de AGO4 en los Cuerpos de Cajal (Li et al., 2008) 
encajaría con la resistencia observada en dichos mutantes (nrpe1 y nrpd2), ya que 
se podría favorecer en cierto grado la función desempeñada por AGO4 en los 
Cuerpos de Cajal, debido a que en ausencia de NRPE1 o bien NRPD2, AGO4 se 
localiza en su totalidad en dichos cuerpos. 
  
5.2.- ESTUDIO DE LA MOVILIZACIÓN DE AtCOILIN Y OTRAS PROTEÍNAS DE LOS 
CUERPOS DE CAJAL EN RESPUESTA A UN ESTÍMULO PATOGÉNICO:  
 
Con el objetivo de corroborar la implicación de los Cuerpos de Cajal en la defensa 
vegetal nos planteamos una aproximación dinámica en la que pretendíamos 
detectar proteínas presentes en dichos cuerpos bajo un estímulo patogénico, 
mediante inmunolocalizaciones con anticuerpos específicos.  
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En un primer abordaje se propuso la localización de la proteína AGO4, mediante el 
uso de la línea transgénica cMyc-AGO4 bajo el control de su propio promotor como 
herramienta en el seguimiento de la proteína AGO4, y su detección junto con 
AtCOILIN como proteína marcadora de los Cuerpos de Cajal, ambas aparentemente 
implicadas en la respuesta defensiva vegetal. En la puesta a punto experimental se 
encontraron serias dificultades en la detección de AGO4 debido a una reacción 
cruzada del anticuerpo secundario. La técnica implica el aislamiento de núcleos en 
plantas adultas de 5 semanas de crecimiento en condiciones de día corto, idéntico 
estadío en el que se realizan los estudios de susceptibilidad bacteriana;  el fijado de 
proteínas nucleares mediante formaldehido y el revelado mediante anticuerpos 
primarios específicos. En este caso frente al epítopo Myc se utilizó un anticuerpo 
generado en ratón que nos reportaría la localización de AGO4 y frente a AtCOILIN 
un anticuerpo específico contra la proteína nativa generado en conejo. 
Posteriormente fueron utilizados anticuerpos secundarios unidos a fluoróforos 
generados frente a la región inespecífica Fc de los anticuerpos anteriores. En 
nuestro caso fueron utilizados anticuerpos capaces de unirse a la región 
inespecífica de anticuerpos generados en ratón en el caso del anticuerpo utilizado 
frente a Myc, o bien a anticuerpos de conejo en el caso del anticuerpo usado en la 
detección de AtCOILIN.   
 
En ausencia del estímulo se observó la colocalización descrita en la bibliografía para 
AGO4 y AtCOILIN en la mayoría de los núcleos observados (figura 2.10 A). El 
problema se manifestó en los controles revelados únicamente con el anticuerpo 
primario anti-Myc donde solamente se detectaba una débil señal asociada al 
nucleolo y presuntamente relacionada con AGO4 en un 1,5 % de los núcleos 
analizados (figura 2.10 C), estando ausente en la mayoría de los núcleos analizados 
(2.10 B). Tal detección de AGO4 no mejoró con el uso de anticuerpos específicos 
frente a la proteína nativa AGO4.  
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Figura 2.10: Inmunolocalización de AGO4 y AtCOILIN. 
Las imágenes muestran: la tinción nuclear DAPI, que permite visualizar el estado de la cromatina, así 
como el nucleolo (región menos teñida) y los NOR (observados como zonas de alta captación de la 
tinción DAPI); la localización de cMyc-AGO4 mediante el revelado con un anticuerpo capaz de reconocer 
la región FC de ratón unido al fluoróforo Alexa con emisión a 488nm; la localización de AtCOILIN 
mediante el revelado con un anticuerpo secundario con capacidad de reconocer la región FC de conejo 
unido al fluoróforo Alexa con emisión a 594nm; y la superposición de las 3 imágenes anteriores. En A, B, 
C y D las extracciones de núcleos provienen de material vegetal perteneciente a la línea transgénica 
cMyc-AGO4. (A) Colocalización AGO4 – AtCOILIN. Sobre extracciones nucleares se utilizó una mezcla de 
anticuerpos primarios: anti-Myc generado en ratón y anti-AtCOILIN generado en conejo. Posteriormente 
se procedió al revelado con una mezcla de anticuerpos secundarios Alexa 488 anti-ratón y Alexa 594 
anti-conejo. (B) y (C); localización de AGO4. Sobre muestras similares a las del caso anterior se utilizó 
únicamente el anticuerpo anti-Myc  y el revelado con Alexa 488 anti-ratón.  En el 98,5 % de los núcleos 
analizados no se observó una señal clara procedente de AGO4 (B), aunque en un 1,5% se detectó una 
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señal leve en regiones adyacentes al nucleolo (C). La flecha indica la señal procedente de AGO4. (D) 
Localización de AtCOILIN. En este caso el revelado se llevó a cabo con el anticuerpo primario anti-
AtCOILIN y el secundario Alexa 494 anti-conejo, observándose una localización clara adyacente al 
nucleolo y correspondiente a los Cuerpos de Cajal. (E) Disgregación de los Cuerpos de Cajal en el 
mutante ncb1. La imagen muestra una inmunotinción desarrollada sobre extracciones nucleares de 
plantas mutantes ncb1 siguiendo el mismo procedimiento que en (D). En este caso al portar ncb1 una 
alteración en el gen Atcoilin, no se detecta una señal localizada proveniente de AtCOILIN, sirviendo de 
control interno del experimento y avalando la especificidad del anticuerpo anti-AtCOILIN.   
 
Sin embargo, la señal proveniente de la unión del anticuerpo anti-AtCOILIN a la 
proteína nativa se mostraba nítida (figura 2.10 D). La especificidad de dicha unión 
se corroboró mediante el uso del anticuerpo en el mutante ncb1 (que recordemos 
está alterado en AtCoilin y presenta disgregación de los Cuerpos de Cajal)(figura 
2.10 E).    
Estos resultados apuntaban a una unión inespecífica del anticuerpo secundario 
frente a ratón al la región Fc del anticuerpo primario anti-AtCOILIN (generado en 
conejo), lo que junto a la dificultad en la visualización de AGO4 imposibilitaba el 
estudio conjunto de dichas proteínas bajo el estímulo patogénico.     
 
Como alternativa al planteamiento inicial se propuso el análisis de la localización de 
AtCOILIN en condiciones de infección bacteriana. Para el mencionado abordaje era 
necesaria la localización conjunta de AtCOILIN con otra proteína que sirviese de 
referencia en el momento de la aplicación del estímulo.  
La proteína SmD3 ha sido relacionada con Cuerpos de Cajal, observándose su 
colocalización con AGO4 y marcadores clásicos de Cuerpos de Cajal como U2B´´ (Li 
et al., 2006); por lo que aparentemente resultaba la opción idónea.    
 
Así, se utilizó el anticuerpo anti-Sm comercial generado en ratón y con capacidad 
de unión a la proteína SmD3. Como puesta a punto, en éste caso, se realizaron 
localizaciones en plantas silvestres Col-0 de ambas proteínas (SmD3 y AtCOILIN) por 
separado (figuras 2.11 C y D respectivamente) y de forma conjunta; siendo patente 
la colocalización de ambas proteínas en cuerpos adyacentes al nucleolo. 
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Figura 2.11: Inmunolocalización de SmB y AtCOILIN.  
Las imágenes muestran: la tinción nuclear DAPI; la localización de Sm generado en ratón mediante el 
revelado con un anticuerpo capaz de reconocer la región FC de ratón unido al fluoróforo Alexa con 
emisión a 488nm; la localización de AtCOILIN de forma similar a la figura 2.10 (revelado con Alexa 594); 
y la superposición de las 3 imágenes anteriores. En esta ocasión los extractos nucleares pertenecen a 
plantas silvestres en fondo Col-0. (A) Colocalización Sm – AtCOILIN en plantas inoculadas con 10mM 
MgSO4 a las 24 h.p.i. (B) Colocalización Sm – AtCOILIN en plantas inoculadas con P.s.t DC3000 a las 24 
h.p.i. (C) Inmunolocalización de Sm. (D) Inmunolocalización de AtCOILIN.  
 
Tras la mencionada puesta a punto experimental se llevaron a cabo  inoculaciones 
con una cepa compatible de la bacteria P.s.t DC3000 y MgSO4 10mM como control, 
en plantas silvestes Col-0, analizando la localización de ambas proteínas en las dos 
poblaciones de plantas (tras la inoculación con MgSO4 o bien P.s.t DC3000) a las 24 
horas post inoculación. Como se muestra en la figura 2.11, no se observaron 
alteraciones en la colocalización de dichas proteínas tras la aplicación del estímulo 
patogénico (2.11 A y 2.11B). Tales resultados no deben ser considerados como 
resultados negativos ya que no contradicen las hipótesis propuestas, aunque nos 
emplazaban a otro tipo de abordajes para corroborarlas.  
  
105 
 
CAPÍTULO 2 105 
 
5.3.- ANÁLISIS DE LA RESPUESTA DEFENSIVA FRENTE A P.s.t DC3000 EN OTROS 
MUTANTES ALTERADOS EN LA LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE U2B´´-GFP: 
 
Como se comentó anteriormente, el mutante ncb1 fue identificado en un rastreo 
de mutantes defectivos en Cuerpos de Cajal mediante la localización de la proteína 
U2B´´. Para ello se seleccionaron plantas transgénicas silvestres del ecotipo Col-0 
portadoras de la construcción 35S:U2B´´-GFP sin efectos morfológicos detectables 
(Boudonck et al., 1999). Mediante la visualización de núcleos aislados de tales 
plantas se detectaba una señal procedente de la fusión U2B´´-GFP en los cuerpos 
de Cajal mediante microscopía de epifluorescencia. Dicha línea fue mutagenizada 
mediante EMS tras lo que se seleccionaron mutantes con alteraciones en la 
localización de U2B´´-GFP. Se identificaron y caracterizaron los mutantes ncb1 y 
ncb2, alélicos y alterados en el gen At1g13030, que mostraron una eliminación o 
reducción de los Cuerpos de Cajal respectivamente; pcb, que mostraba un aumento 
en el número de Cuerpos de Cajal detectables; y el mutante ccb, que mostró 
Cuerpos de Cajal aplanados en el interior del nucleolo (Collier et al., 2006). 
 
Todos los mutantes mencionados así como la línea parental 35S:U2B´´-GFP fueron 
solicitados a los autores para el ensayo de su respuesta frente a P.s.t DC3000.  
 
 
Figura 2.12: Análisis de la respuesta defensiva frente a P.s.t DC3000 en diversos 
mutantes alterados en la localización subcelular de U2B´´-GFP. 
En la gráfica se muestra el crecimiento bacteriano en plantas inoculadas de la misma manera que se 
describe en la figura 2.6. Los datos se expresan como el logaritmo de las unidades formadoras de 
colonia por área foliar (Log (ufc/cm2)) a 3 d.p.i. 
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En la figura 2.12 se muestran los resultados obtenidos en los mencionados 
mutantes; como control en esta ocasión se incluye el mutante dth9, que se 
muestra altamente susceptible (Mayda et al., 2000).  
Como era esperable, los mutantes ncb1 y ncb2 muestran comportamientos 
similares, mostrando una mayor susceptibilidad frente a P.s.t DC3000 respecto a la 
línea silvestre. El mutante ccb muestra una susceptibilidad aún mayor que la de los 
mutantes anteriores e incluso mayor a la del mutante dth9, lo que podría 
corresponder a un defecto en la dinámica  o movilidad de los Cuerpos de Cajal, ya 
que el mutante ccb presenta Cuerpos de Cajal achatados en los márgenes del 
nucleolo, y es conocido un requerimiento de dichas funciones para procesos 
patológicos, como infecciones virales (Kim et al., 2007). Por el contrario el mutante 
pcb mostraba una susceptibilidad similar a la de las plantas silvestres Col-0.  
 
Los resultados más impactantes llegaron sin duda tras el análisis del mutante ncb4 
y de la línea parental portadora de de la construcción 35S:U2B´´-GFP. Como se 
observa en la figura 2.12, la línea parental 35S:U2B´´-GFP mostró en todas las 
ocasiones una clara hipersusceptibilidad a la bacteria, lo que en principio anulaba 
totalmente los resultados obtenidos con anterioridad para los mutantes derivados 
del rastreo, ya que todos ellos portan la construcción 35S:U2B´´-GFP.  Además, el 
mutante ncb4 es un mutante insercional en el mismo gen AtCoilin (línea 233H02 de 
la colección GABI/kat), en el que a través de inmunolocalizaciones de la proteína 
U2B´´ se había caracterizado la ausencia de Cuerpos de Cajal característica de los 
mutantes ncb1 y ncb2 (Collier et al., 2006), pero que debido a su origen 
independiente al de los mutantes ncb no porta el transgén 35S:U2B´´-GFP. Así, con 
uso de dicho mutante como fuente alélica adicional, se pretendía reproducir los 
resultados obtenidos en ncb1 y afianzar la implicación de los Cuerpos de Cajal en la 
defensa vegetal, no obstante,  por lo contrario, dicho  mutante ncb4 resultó capaz 
de responder de forma similar a Col-0 frente a la infección bacteriana.  
 
Tomando todos estos resultados en conjunto, nos planteamos la hipótesis de una 
posible interferencia del transgén sobreexpresor de la fusión U2B´´- GFP en la 
respuesta defensiva frente a P.s.t DC3000. Decidimos indagar un poco más al 
respecto, ya que la proteína U2B´´ se considera un marcador de Cuerpos de Cajal 
(de ahí su uso como herramienta en el rastreo de los mutantes ncb1, ncb2, pcb, 
ccb…). Si la sobreexpresión de tal proteína produjese una respuesta alterada de la 
planta a la bacteria, y teniendo en cuenta la relación entre los Cuerpos de Cajal y la 
RdDM, sin duda podríamos obtener datos de interés en el entendimiento de la 
implicación de los cuerpos de Cajal y la RdDM en la defensa vegetal. Así mismo, no 
era completamente descartable que la sobreexpresión de la proteína U2B´´, o bien 
su fusión a GFP, no produjese Cuerpos de Cajal de algún modo alterados o 
disfuncionales.  
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5.4.- ESTUDIO DEL ESTADO DE METILACIÓN EN EL MUTANTE ncb1 Y LA LÍNEA 
TRANSGÉNICA  35S:U2B´´- GFP: 
 
En pos de ahondar en las alteraciones presentes en la línea transgénica 35S:U2B´´- 
GFP  y los mutantes derivados del rastreo de plantas con alteraciones en los 
Cuerpos de Cajal, planteamos un análisis del estado de metilación en loci diana de 
la RdDM para estas líneas.  
 
Cuando se estableció la localización dinámica de AGO4 en los Cuerpos de Cajal 
respecto a los Cuerpos AB se describió cierta alteración en el mutante nbc1 
respecto a la metilación del gen MEA-ISR (Li et al., 2008). Los autores describen una 
leve hipometilación del locus en el mutante ncb1 con un efecto sinérgico en el 
doble mutante ncb1 dcl3. 
Debido a los resultados obtenidos en la caracterización de la línea parental 
35S:U2B´´-GFP, donde se observaba un fenotipo similar en dicha línea respecto a 
los mutantes derivados (entre los cuales se encuentra ncb1), y la carencia de su uso 
como control en los análisis de metilación del elemento MEA-ISR reportados, nos 
planteamos el análisis comparativo de dicha línea transgénica, el mutante ncb1 
derivado del rastreo y por lo tanto portador de la construcción, y plantas silvestres 
Col-0, con el objetivo de afianzar la relación, si existiera, entre la RdDM y el 
correcto funcionamiento de los Cuerpos de Cajal. En el estudio se analizó el estado 
de la metilación de citosinas para los genes 5S mediante el uso de la endonucleasa 
sensible a metilación HaeIII sobre ADN genómico y posterior amplificación por PCR 
con oligonucleótidos específicos (de la misma manera que se describe en capítulo 
1).  
 
Como se muestra en la figura 2.13, en principio no se observan diferencias 
significativas, medidas como disminución de la intensidad de banda amplificada 
tras la digestión con la endonucleasa, en las muestras pertenecientes a las líneas 
35S:U2B´´- GFP, ncb1 y Col-0, por lo que aparentemente no encontramos relación 
entre la integridad de los Cuerpos de Cajal y el correcto funcionamiento de la 
RdDM.  
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Figura 2.13: Análisis del estado de metilación de los genes 5S en el mutante ncb1 
y la línea transgénica 35S:U2B´´ - GFP. Las imágenes corresponden a electroforesis en geles de 
agarosa al 3%.  El procedimiento llevado a cabo es similar al descrito en la figura 1.11. Se muestran los 
fragmentos amplificados tras la digestión de ADN genómico con HaeIII tras 25 ciclos de PCR.  
 
Como control en el análisis incluimos el mutante ocp1 (alelo 53 del gen NRPD2), 
que como se describe en el capítulo 1 presenta una clara hipometilación de los 
genes 5S, así como amplificaciones de tratamientos control sin la enzima para 
todos los genotipos y amplificaciones del gen ABI5 (sin dianas HaeII entre los 
oligonucleótidos utilizados) en todas las muestras.   
 
Como consecuencia indirecta, durante las repeticiones del experimento 
apreciamos diferencias leves aunque consistentes en el tamaño de banda 
amplificada para los genes 5S en los genotipos 35S:U2B´´-GFP y ncb1 respecto a 
Col-0  y ocp1 (ver figura 2-13). Esta apreciación resultaba intrigante, ya que hasta el 
momento solo habíamos observado comportamientos similares al comparar 
mutantes generados en ecotipos diferentes.  
Los genes ribosomales 5S se presentan en A. thaliana en unas 1000 copias por 
genoma haploide, que se reparten en las regiones pericentroméricas de los 
cromosomas 3, 4 y 5, agrupados en tándem (Campell et al., 1992; Murata et al., 
1997; Fransz et al., 1998).  Se pueden encontrar dos tipos de repeticiones de ARN 
ribosomal 5S en A. thaliana: una variante de mayor tamaño en la que las 
repeticiones tienen unas 500 pb y otra variante en que las repeticiones contienen 
251pb. El transcrito generado a partir de los genes ribosomales parece ser a 
grandes rasgos bastante conservado y tiene una longitud de unas 121 pb, mientras 
que las regiones intergénicas muestran un gran número de polimorfismos tanto en 
longitud como en secuencia nucleotídica (Cloix et al., 2000).  Los oligonucleótidos 
utilizados en el análisis del grado de metilación mediante endonucleasas de 
restricción fueron diseñados para amplificar un fragmento genómico donde los 
oligonucleótidos se unen cada uno de ellos a regiones pertenecientes a ORFs 
contiguas, por lo que se amplifica parte de la secuencia codificante y la secuencia 
intergénica.   
 
Así, sorprendentemente, las diferencias en cuanto al tamaño de los fragmentos 
amplificados para los genes 5S parecía indicar que la línea transgénica 35S:U2B´´- 
GFP y, por lo tanto los mutantes derivados, como ncb1, se encontraban en un 
fondo genético distinto a Col-0, contradiciendo los datos publicados (Boudonck et 
al., 1999; Collier et al., 2006).  
 
Como comprobación, decidimos analizar algunos polimorfismos en distintos 
cromosomas mediante marcadores del tipo SSLP, encontrando los resultados que 
se muestran en la figura 2.14. 
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Figura 2.14: Análisis de marcadores moleculares del tipo SSLP. 
Imágenes pertenecientes a separaciones mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% que 
corresponden a fragmentos amplificados mediante PCR. El marcador ngaIII corresponde a un loci 
polimórfico entre los ecotipos Col-0 y Ws situado en el cromosoma I. Mediante el uso de los 
oligonucleótidos diseñados para amplificar dicha región se obtiene un fragmento de 128 pb en el 
ecotipo Col-0 y 146 pb en Wassilewskija (Ws). El marcador CIW6 corresponde a otra región polimórfica 
entre ambos ecotipos situada en el cromosoma V; siendo amplificado con los oligonucleótidos utilizados 
un fragmento de 162 pb en Col-0, mientras que tan solo contiene 135 pb en Ws.   
 
Como se puede observar, amplificaciones en regiones polimórficas sobre ADN 
genómico de plantas 35S:U2B´´-GFP y ncb1 rinden fragmentos de longitud similar a 
los característicos del ecotipo Wassilewskija (Ws) y diferentes al ecotipo Columbia 
(Col-0). Como controles, se utilizaron en el experimento muestras de ADN 
genómico pertenecientes a plantas Ws y al mutante dir1-1, generado en dicho 
ecotipo (Maldonado et al., 2002). Además las amplificaciones rinden un solo tipo 
de banda (figura 2.14), por lo que las líneas utilizadas son homocigotas, alejando la 
posibilidad de una contaminación mediante polinización cruzada con plantas Ws. 
Tales datos no solo ponían en evidencia los resultados obtenidos en los epígrafes 
anteriores, sino también la hipótesis de que ncb1 muestre defectos en la metilación 
(Li et al., 2008), ya que el patrón de metilación de citosinas presenta una alta 
variabilidad entre diferentes ecotipos (Vaughn et al., 2007).  
 
En cualquier caso, dado que las líneas utilizadas no se encuentran en fondo 
genético Col-0, se tomó la decisión de analizar de nuevo la respuesta de la línea 
parental 35S:U2B´´-  GFP frente a P.s.t DC3000, en esta ocasión incluyendo como 
control silvestre Ws. Además pretendimos realizar la comparativa de las plantas 
mencionadas con anterioridad y el ecotipo utilizado hasta el momento como 
control silvestre. En adición, una vez más se utilizó como control interno del 
experimento el mutante hipersusceptible dth9 (Mayda et al., 2000). 
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Figura 2.15: Estudio de la susceptibilidad frente a la bacteria P.s.t DC3000 de la 
línea transgénica 35S:U2B´´- GFP respecto a Ws. En la gráfica se muestra el crecimiento 
bacteriano en plantas inoculadas de la misma manera que se describe en la figura 2.6. Los datos se 
expresan como el logaritmo de las unidades formadoras de colonia por área foliar (Log (ufc/cm2)) a 3 
d.p.i. Como controles se incluyen el mutante dth9 y Col-0. 
  
Como se muestra en la figura 2.15, la línea transgénica 35S:U2B´´-GFP no muestra 
diferencias significativas en cuanto a su respuesta defensiva frente a la cepa 
compatible P.s.t DC3000 respecto a su control silvestre Ws. En contraste, ambas 
líneas muestran un aumento en la susceptibilidad bacteriana si las referenciamos a 
plantas silvestres con fondo genético perteneciente al ecotipo Col-0. 
 
Tomando en conjunto los resultados obtenidos, y dado que los mutantes afectados 
en la integridad de los Cuerpos de Cajal analizados hasta el momento comparten (a 
excepción de ncb4) un origen común que es la línea 35S:U2B´´- GFP, y que tal línea 
se encuentra en un fondo genético perteneciente al ecotipo Ws que  muestra una 
mayor susceptibilidad a la bacteria P.s.t DC3000 respecto a Col-0, no podemos 
concluir con el establecimiento de una implicación inequívoca de los Cuerpos de 
Cajal en la respuesta defensiva vegetal, aunque dada la invalidez de parte de los 
resultados tampoco podríamos descartarla. Por otra parte, se pretende comunicar 
a los autores Boudonck et al., 1999 y Collier et al., 2006 el error cometido en la 
asignación del fondo genético, que entendemos ha sido inadvertido por ellos.   
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5.5.-  ANÁLISIS DE LA SUSCEPTIBILIDAD A LA BACTERIA P.s.t DC3000 PARA 
MUTANTES DEFECTIVOS EN CUERPOS DE CAJAL:  
 
En los centros de procesamiento correspondientes a los Cuerpos de Cajal donde se 
localizaron las proteínas DCL3 y AGO4 se encuentran también las proteínas SmD3 
(una de las 7 ribonucleoproteínas implicada en el procesamiento de ARN) y U2B´´ 
(proteína asociada también al procesamiento de ARN e incluso presente en el 
complejo de “corte y empalme” donde se asocia a la Pol II, aunque 
mayoritariamente se encuentra en los Cuerpos de Cajal que excluyen a Pol II – 
Pontes et al., 2006- Li et al., 2006). 
Por otro lado, en los cuerpos de procesamiento de micro ARNs donde se localiza 
DCL1 se localizan también las ribonucleoproteínas SmD3 y SmB (Fujioka et al., 
2007), abriendo la puerta a dos hipótesis:  
 
- Existe la opción de que en los núcleo de células vegetales y relacionados 
con el nucleolo existan dos tipos de Cuerpos de Cajal. Unos estarían 
relacionados con el procesamiento de ARNsi y contendrían las proteínas 
marcadoras de Cuerpos de Cajal U2B´´ y SmD3 entre otros, como TMG y 
AtCOILIN. En ellos se localizarían determinados componentes de la RdDM 
como AGO4 y DCL3. Por otro lado, y relacionados de una forma aún 
desconocida con los anteriores, encontraríamos otro tipo de Cuerpos de 
Cajal donde se llevaría a cabo el procesamiento de los micro ARN y que 
contendrían las proteínas marcadoras de Cuerpos de Cajal SmB y SmD3, 
además de proteínas relacionadas con la vía de silenciamiento mediado 
por micro ARN como DCL1, HYL1 y SE. De hecho, en base a estos datos, se 
postuló la existencia de los denominados Cuerpos D (Fang & Spector, 
2007; Fujioka et al., 2007).   
 
- La opción alternativa es que exista un solo tipo de Cuerpos de Cajal que se 
comporte como un supercentro de procesamiento de multitud de ARNs. 
Esta opción haría factible el cruce de las distintas vías en las que se 
implican ARNs pequeños, debido a la redundancia de las proteínas DCL, a 
la homología de los distintos componentes y a la proximidad física de las 
maquinarias de procesamiento. La única evidencia parcialmente 
contradictoria con dicha hipótesis es la exclusión de la proteína AtCOILIN 
en los cuerpos donde se colocaliza a DCL1, pero debido al tráfico tanto de 
ARN como de ribonucleoproteínas y complejos de procesamiento esta 
opción no queda actualmente descartada (Revisado en Pontes & Pikaard, 
2008).  
 
Por otro lado, la fibrilarina es un componente clave del nucleolo relacionada con la 
metilación de la 2´- O- ribosa del ARN ribosomal, proceso conservado desde 
vertebrados a arqueobacterias (Schimmang et al., 1989; Lapeyre et al., 1990; 
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Jansen et al., 1991). En A. thaliana se han descrito dos genes que codifican 
fibrilarina, AtFib1 y AtFib2 (Barneche et al., 2000). Así mismo se ha descrito la 
importancia de la fibrilarina en el tráfico de ribonucleoproteínas desde los Cuerpos 
de Cajal hacia el nucleolo, generando su silenciamiento bajo una infección viral 
multitud de Cuerpos de Cajal formando agregados incapaces de unirse al nucleolo 
(Kim et al., 2007).  
 
De esta manera, con el objetivo de obtener resultados que nos fueran de ayuda en 
la interpretación de los datos anteriores con la menor interferencia posible, se 
solicitaron distintas líneas de inserción defectivas en diversas proteínas 
relacionadas con los Cuerpos de Cajal: SmB, SmD3, AtFIB1, AtFIB2, U2B´´ y un 
mutante insercional para AtCoilin. 
 
Tras la selección mediante PCR de líneas homocigotas insercionales para todos los 
genes mencionados, se realizaron inoculaciones con la cepa bacteriana compatible 
de P.s.t DC3000 siguiendo el mismo procedimiento utilizado con anterioridad. En 
este caso, se utilizaron como controles internos los mutantes ago4-2 (ocp11) y 
dth9. 
 
La interpretación de los resultados obtenidos puede resultar un poco compleja, 
dada la cantidad de genotipos analizados y la complejidad de las interacciones 
entre los dos organismos (las plantas y la bacteria patógena P.s.t DC3000). Tras 
llevar a cabo 5 réplicas del experimento con un número elevado de plantas por 
réplica (de 12 a 15), se presentan los datos de la réplica más representativa en la 
figura 2.16.  
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Figura 2.16: Estudio de la respuesta frente a la bacteria P.s.t DC3000 de mutantes 
defectivos en diversas proteínas relacionadas con Cuerpos de Cajal. De nuevo se 
representa el crecimiento bacteriano a 3 d.p.i, expresado como el logaritmo de las unidades formadoras 
de colonia por área foliar (Log (ufc/cm2)). Las inoculaciones se llevaron a cabo de la misma manera que 
se describe en la figura 2.6.  Una vez más se incluyen como control los mutantes dth9 y ocp11. 
 
De nuevo, como se muestra en la figura 2.16, ninguno de los genotipos analizados 
fenocopiaron los resultados obtenidos para ocp11/ago4-2; por el contrario alguno 
de ellos mostraban distintos grados de resistencia, de forma similar a lo que 
encontramos en el análisis de los mutantes defectivos en las polimerasas IV y V. 
 
En concreto, tras el análisis estadístico de los datos (aportando consistencia a los 
resultados con un número suficiente de réplicas) podemos distinguir tres grupos de 
comportamiento en respuesta a P.s.t DC3000: 
 
- Por un lado, los controles dth9 y ago4-2 (ocp11), que corroboran el 
correcto desarrollo del experimento, se muestran hipersusceptibles 
respecto a las plantas silvestres control Col-0 (sus diferencias significativas 
tras la realización de los test estadísticos se representan con las letras f y 
g).  
 
- Por otro lado encontramos plantas que no muestran diferencias 
estadísticamente significativas respecto a las plantas silvestres Col-0 (en la 
figura 2.16 los genotipos que comparten las letras a ó b con la línea 
silvestre Col-0). En este grupo, según nuestros datos, podemos incluir a los 
mutantes T-DNA AtCoilin (corroborando los resultados obtenidos con el 
mutante ncb4) y T-DNA-U2B´´, lo que resulta coherente, ya que la proteína 
AtCOILIN parece ser clave en la correcta localización de U2B´´, que en 
ausencia de AtCOILIN, se muestra dispersa en el nucleoplasma.  En este 
grupo se incluye también el mutante T-DNA FIB2. 
 
- En último lugar encontramos un conjunto de mutantes que muestran 
cierta resistencia (en diferentes grados) a la infección causada por la 
bacteria. Pertenecen a este grupo los mutantes T-DNA FIB1, que muestran 
un comportamiento  muy ligeramente resistente en comparación a la línea 
silvestre (ya que muestra una resistencia significativa respecto a Col-0, 
pero no respecto a ncb4 o el mutante T-DNA U2B´´); el mutante T-DNA 
SmD3 que muestra un comportamiento resistente intermedio (muestra 
una resistencia significativa respecto a Col-0, ncb4 y T-DNA U2B´´), y el 
mutante T-DNA SmB que mostró una resistencia clara respecto a la línea 
silvestre (indicada con la letra e). 
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Los resultados estudiados en su conjunto muestran de nuevo una tendencia a la 
resistencia. Por ejemplo, para el caso de los mutantes alterados en los genes FIB, 
ambos genes muestran un alto grado de homología y podrían presentar 
redundancia, por lo que no sería descartable un aumento en la resistencia en el 
doble mutante. Lo mismo podría ocurrir con los mutantes alterados en SmB y 
SmD3 ya que ambas son ribonucleoproteínas relacionadas con el procesamiento de 
ARNs y colocalizan en determinados cuerpos de procesamiento. 
 
Como conclusión podemos decir que alteraciones en determinados cuerpos de 
procesamiento, o bien en su dinámica, parecen provocar una tendencia a la 
resistencia de las plantas frente a la bacteria compatible P.s.t DC3000. En el caso de 
su relación con la RdDM, el obtener un fenotipo similar en mutantes deficientes 
para determinados componentes, como las proteínas Sm y los mutantes defectivos 
en Pol V, podría apuntar hacia la importancia de la localización subcelular de los 
componentes de la vía o bien la alteración de distintas etapas en la generación de 
los ARNsi funcionales. Así, como se comentó en el epígrafe 3, una posible hipótesis 
sería la de que mediante la alteración de la vía RdDM se produjese una 
desmetilación que implicara la inducción de la expresión en genes de defensa 
(posiblemente relacionados con la ruta del SA si tenemos en cuenta los datos 
obtenidos para hongos necrotrofos), normalmente reprimidos parcialmente en 
condiciones basales pero inducidos o fácilmente inducibles en los mutantes 
analizados. 
También se podría argumentar que bien ARNsi o bien ARNmi que se repriman en 
defensa a la bacteria se encuentren disfuncionales debido a alteraciones en las 
maquinarias implicadas en las rutas que median o bien por alteraciones en su 
tráfico subcelular. De hecho, son conocidos casos de ARNmi que son reprimidos 
tras una infección bacteriana; es el caso del micro ARN 825, que tiene como diana 
tres posibles reguladores de PTI (Inmunidad disparada por PAMPs).  
 
En cualquier caso, mediante aproximaciones genéticas utilizando mutantes 
relacionados con la RdDM, Cuerpos de Cajal, procesamiento o tráfico de ARNs 
pequeños, no somos capaces de fenocopiar los resultados obtenidos con ago4-2, 
poniendo de manifiesto las funciones de AGO4 independientes a las vías de 
señalización en las que se ha relacionado hasta el momento. Sin embargo, no 
queda descartada la hipótesis de que AGO4 tenga cierta capacidad para unir micro 
ARNs provenientes de DCL1 tales como el 393. El micro ARN 393, tal y como se 
comenta al inicio de este epígrafe, se induce en respuesta al elicitor flag 22 y 
reprime determinados genes de auxinas (como TIR1, AFB2 y AFB3); además 
mutantes como dcl1 y hen1 se muestran afectados en la respuesta a la infección 
por la bacteria P.s.t DC3000 manifestando un comportamiento hipersusceptible 
(Navarro et al., 2006; Navarro et al., 2008). Cabe así la posibilidad de que 
canalizando la señalización de respuesta defensiva mediada por determinados 
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ARNmi producidos por DCL1 encontremos a AGO4 en una función independiente 
de la RdDM.  
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6.- SÍNTESIS DEL CAPÍTULO:  
 
En este segundo capítulo hemos abordado el estudio de la implicación de la RdDM 
en la defensa vegetal. Para ello hemos empleado una aproximación genética que 
engloba el uso de diversos mutantes de proteínas implicadas en el desarrollo de la 
RdDM e íntimamente  ligados al mutante ocp1 (nrpd2-53) que durante el desarrollo 
del estudio ha manifestado consistentemente sus características de alelo 
hipomorfo. 
 
Esta aproximación nos ha permitido identificar un relevante papel de dicha vía en 
la defensa frente a hongos necrotrofos y potyvirus que era completamente 
desconocido hasta la fecha. En el estudio se presentan resultados claros que 
muestran el requerimiento de al menos la Pol V para el desarrollo de una correcta 
respuesta frente al ataque de tales patógenos. En el caso de los hongos 
necrotrofos, como se comenta en el primer capítulo, fue observada una 
incapacidad por parte del mutante ocp1 (nrpd2-53) de inducir genes marcadores en 
respuesta al estímulo patogénico. Esto podría indicar ciertos defectos en la 
percepción del patógeno, o bien alteraciones en las vías de respuesta a éste, entre 
las cuales destaca la mediada por el JA.  
 
En cuanto a las implicaciones de la RdDM en la respuesta a la cepa compatible de la 
bacteria biotrofa P.s.t DC3000, ésta parece cumplir un papel más relacionado con la 
represión de genes defensivos en estado basal. Dichos genes podrían aparecer 
inducidos constitutivamente en los mutantes defectivos para proteínas de la vía. 
Además, no hay que olvidar el hecho de que dichos mutantes podrían presentar 
alterada la inducción de los marcadores representativos de la respuesta a 
necrotrofos, evidenciando así el antagonismo entre las vías del SA y del JA.  
 
En este escenario AGO4 parece cumplir funciones independientes a los de la ruta 
clásica de RdDM abriendo la puerta a su interacción con otras vías. En nuestro afán 
por ahondar en dicho papel de AGO4, analizamos dinámicas de proteínas 
nucleares, y mutantes relacionados con la integridad, función, o movilidad de los 
Cuerpos de Cajal (donde se localiza AGO4 de forma mayoritaria), no encontrando 
una relación clara. Es más, los resultados obtenidos podrían ser interpretados como 
un aval de la relación existente entre los Cuerpos de Cajal y la RdDM, ya que 
mutantes para ambos muestran fenotipos similares.  
 
En cualquier caso, en esta etapa del trabajo se ha contribuido una vez más al 
conocimiento de las rutas defensivas vegetales posicionando a la RdDM como una 
nueva ruta de señalización implicada en dichos procesos.  Evolutivamente, el nivel 
de regulación génico aportado por la RdDM (más allá de la secuencia de 
nucleótidos) podría permitir el control de la expresión de grandes grupos de genes 
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distribuidos a lo largo del genoma que modulasen las respuestas de los vegetales 
frente a cambios ambientales. De hecho, las plantas, en su condición de 
organismos superiores, productores y sésiles serían los mejores candidatos a 
desarrollar en un grado mayor complejos sistemas de modulación en la expresión 
génica como son los epigenéticos. Así, teniendo en cuenta que la correcta 
respuesta frente a patógenos supone un “seguro de vida” evolutivo, tiene sentido 
una implicación de la RdDM en defensa; implicación en la que aún queda mucho 
por descubrir.  
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Implicaciones de la RdDM en la vía 
de señalización del ABA y el proceso 
de desarrollo estomático. 
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1.- EL PAPEL DE LOS ESTOMAS EN LA INMUNIDAD VEGETAL:   
 
El interior de la hoja está en su mayoría compuesto por células del mesófilo 
(fotosintéticas), algunos haces vasculares y un espacio intercelular relleno de aire 
que se denomina apoplasto. En el apoplasto abundan los nutrientes, debido  a la 
proximidad de las células mesofílicas, por lo que, respecto a la superficie foliar, el 
interior de la hoja ofrece un nicho microbiano mucho más rico, además de 
condiciones ambientales más estables (Lindow & Brandl, 2003).   
Existe una gran cantidad de microorganismos que habitan la superficie foliar. La 
mayor parte de ellos no causan enfermedad y se denominan epífitos. Sin embargo, 
otros muchos (por ejemplo P. syringae), han desarrollado habilidades para 
introducirse y multiplicarse agresivamente en el apoplasto, comportándose  como 
endófitos (Beattie & Lindow, 1995; Beattie & Lindow, 1999; Hirano & Upper, 2000).  
 
Una etapa clave en la infección llevada a cabo por patógenos endófitos es la 
entrada al interior del tejido vegetal, atravesando la cutícula y la epidermis 
(además de la pared celular). Para ello, muchos patógenos, como determinados 
hongos, poseen la habilidad de penetrar directamente mediante la secreción de 
enzimas hidrolíticas (Mendgen et al., 1996), pero otros, carentes de ellas, como las 
bacterias, deben utilizar vías alternativas de entrada.  Así, las aberturas naturales 
de la superficie foliar, siendo las de mayor relevancia los estomas, son las más 
utilizadas por dichos patógenos para introducirse en el apoplasto.  
 
Hasta hace relativamente poco tiempo se pensaba que el paso de los 
microorganismos a través de los estomas era pasivo, aprovechando la bacteria los 
estomas abiertos como puerta de entrada al tejido.  
Actualmente esta concepción ha quedado obsoleta, habiéndose demostrado un 
papel clave por parte de las células guarda, que forman los estomas, en la 
interacción que se establece entre las plantas hospedadoras y los patógenos. En 
2006 se describió en A. thaliana un proceso de cierre estomático asociado a una 
respuesta antibacteriana mediante el reconocimiento de PAMPs (Melotto et al., 
2006).  Así, se observó, una patente reducción en el número de estomas abiertos, a 
las 1 – 2 horas tras la aplicación de un estímulo patogénico (PAMPs o bacteria) 
(figura 3.1 A y B). Además, se describió una posterior reapertura estomática 
inducida por parte de la bacteria P.s.t DC3000 en torno a las 4 horas (revertiendo 
así, el cierre producido anteriormente) (figura 3.1 B).  
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         A                                        B 
                             
        
       C 
 
 
Figura 3.1: Efectores bacterianos manipulan el grado de apertura estomática. 
 (A) Fotografías del proceso de cierre estomático. (B) Apertura estomática en hojas intactas de plantas 
expuestas a agua (barras blancas) o bien a la bacteria compatible P.s.t DC3000 (barras grises), a las 2 y 4 
horas tras la aplicación del estímulo. (C) Apertura estomática en peelings de hojas, expuestas a agua 
(barras blancas) o bien a la bacteria patógena humana E. coli O157:H7 (barras grises).   
Extraído de Melotto et al., 2006. 
 
Utilizando bacterias no patógenas de plantas, o bien PAMPs como flagelina,  se 
apreciaba la inducción del cierre pero no la reapertura posterior (figura 3.1 C). 
Tales datos sugerían que el proceso de cierre estomático tras la percepción del 
patógeno forma parte de la respuesta inmune innata disparada por PAMPs 
(Melotto et al., 2006), mientras que la posterior reapertura podría asociarse con la 
manipulación de los mecanismos vegetales por parte del patógeno a través de 
moléculas efectoras. 
Con anterioridad se conocía que, la hormona vegetal ABA parece desarrollar los 
papeles más relevantes en el mecanismo dinámico de apertura y cierre estomático, 
ya que cumple importantes funciones en procesos de respuesta a deshidratación, 
implicándose en distintos mecanismos que incluyen cambios transcripcionales y 
postranscripcionales (Schroeder et al., 2001; Kuhn & Schroeder, 2003). 
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Además de la transducción de la señal mediada por PAMPs se encontró que el SA y 
el ABA eran requeridos para la respuesta estomática a la bacteria, por lo que 
mutantes defectivos en la vía del ABA como aba3-1 (ABA deficient 3-1) y ost1-2 
(open stomata 1-2) no eran capaces de inducir el cierre estomático en respuesta al 
patógeno (Leon – Kloosterziel et al., 1996; Mustilli et al., 2002); lo mismo ocurre en 
mutantes deficientes en la señalización del SA como NahG o eds1-6  (Melotto et al., 
2006). De hecho, estudios previos demostraban el papel del SA como potente 
inductor del cierre estomático, al igual que el ABA (Lee et al., 1999; Manthe et al., 
1992; Mori et al., 2001).  
 
Bajo la observación de una posterior reapertura estomática se postuló una 
respuesta por parte de la bacteria, en su afán por colonizar el interior del tejido 
vegetal, que manipulase de alguna manera los mecanismos de cierre estomático. 
Así, se encontró que al menos el efector coronatina (COR) parecía mediar dicha 
reapertura. Además, la COR no solo favorece la infección mediando la apertura 
estomática, sino que parece tener algún efecto adicional más allá de esa primera 
supresión de la defensa vegetal a nivel estomático. Así, en inoculaciones mediante 
infiltración (directamente en los espacios intracelulares) de cepas bacterianas 
modificadas incapaces de sintetizar coronatina, el crecimiento bacteriano se 
desarrollaba en menor grado que el de la cepa bacteriana silvestre (Mittal & Davis, 
1995). De hecho, la estructura química de la COR, es similar al del JA combinado 
con isoleucina, por lo que se ha propuesto que la COR mimetice la señalización 
disparada por JA mediante la unión de la COR a los mismos o similares receptores 
(Feys et al., 1994; Greulich et al., 1995; Koda, 1992; Krumm et al., 1995; Staswick & 
Tiryaki, 2004; Weiler et al., 1994). Esta manipulación por parte de la bacteria de la 
señalización hormonal vegetal cobra aún más sentido si tenemos en cuenta que, 
como se ha hecho mención en el capítulo 2, una gran cantidad de estudios han 
mostrado interacciones antagonistas entre las rutas del JA y el SA o el ABA 
(Anderson et al., 2004; Brooks et al., 2005; Glazebrook, 2005; Laurie-Berry et al., 
2006; Lorenzo & Solano, 2005; Spoel et al., 2003).  
 
De hecho, mutantes deficientes en la señalización mediada por JA como son coi1 y 
jai1 (jasmonic acid insensitive 1) presentan un comportamiento de resistencia 
frente a infecciones de bacterias biotrofas tienen impedida la reapertura 
estomática mediada por COR (Melotto et al., 2006). De esta manera, se establece 
una relación consistente entre la defensa antibacteriana desarrollada por parte de 
la planta (mediada por SA y ABA, que dirigen tanto una respuesta a nivel de la 
entrada del patógeno a través de los estomas, como la movilización de mecanismos 
defensivos posteriores);  y los mecanismos de los patógenos por evadirla (a través 
de efectores entre los que se encontraría la COR y la manipulación de la vía del JA).   
 
Como se comenta en el primer capítulo, ocp1 proviene de un rastreo de mutantes 
con expresión desregulada de la construcción PEp5C:GUS,  en el cual se aisló una 
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colección de mutantes que se denominaron ocp  (overexpressor of cationic 
peroxidase). Dentro de esta colección además de ocp1 (nrpd2- 53) y ocp11 (ago4-2) 
se encuentra el mutante ocp3. El mutante ocp3 muestra una clara resistencia a la 
infección por parte de hongos necrotrofos, así como a la sequía (Ramírez et al., 
2009). Dicho comportamiento posicionaba a OCP3 como integrador de la 
señalización del JA (implicado en la respuesta a necrotrofos) y el control de la 
apertura estomática mediada por ABA (Coego et al., 2005b; Ramírez et al., 2009).  
 
A                                                            B                                                        
       
 
Figura 3.2: Hipersensibilidad de ocp3 al ABA.  
(A) La imagen muestra la inhibición del crecimiento en plántulas de 10 días de edad debido al efecto del 
ABA. El experimento se realizó en placas de medio MS-agar en ausencia de ABA (región izquierda de la 
fotografía), o bien en el mismo medio suplementado con 1 µM de ABA (región derecha). (B) Influencia 
de la mutación ocp3 en el cierre estomático mediado por ABA. Las microfotografías representan la 
inducción del cierre estomático mediante distintas concentraciones de la hormona ABA y su 
hipersensibilidad en ocp3, manifestada como un mayor cierre del poro estomático a igual concentración 
de la hormona.  
Extraído de Ramírez et al., 2009. 
 
El mutante ocp3 muestra una acusada hipersensibilidad al ABA, así como una 
respuesta más efectiva en el cierre estomático en respuesta a dicha hormona 
(figura 3.2), lo que  le confiere resistencia a la sequía (Ramírez et al., 2009).  
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2.- ANÁLISIS DE LA SENSIBILIDAD DE LOS MUTANTES ocp1 Y nrpd2-2 AL ABA:  
 
Dado el origen común de ocp3 y ocp1 (nrpd2-53), y los fenotipos asociados a la 
pérdida de función de NRPD2 nos planteamos analizar la sensibilidad de ocp1 al 
ABA.  
Para ello se propuso en primera instancia un estudio de germinación en placa, 
sometiendo a los distintos genotipos a concentraciones de 0,2, 0,5 y 1 µM de ABA. 
En este análisis se incluyeron los mutantes ocp1 (nrpd2-53), y nrpd2-2, utilizando 
para éste último dos líneas de inserción (líneas 17 y 18) seleccionadas de forma 
independiente, con el objetivo de reducir las interferencias que pudieran ocasionar 
inserciones no deseadas en otros lugares del genoma. Como referente silvestre fue 
utilizada la línea 5.2 parental de ocp1. 
 
En la figura 3.3 se muestran los resultados obtenidos en el estudio. De forma más 
visual, en la figura 3.3 A, se muestran fotografías de las plántulas crecidas en placas 
con medio MS-agar comparándolas con placas crecidas en medio MS-agar 
suplementado con concentraciones de 0,5 y 1 µM de ABA, y realizadas a los 12 días 
de su siembra. En las imágenes es posible apreciar una ligera inhibición de la 
germinación y crecimiento de las plántulas en ocp1, siendo algo más patente en los 
mutantes insercionales nrpd2-2.17 y nrpd2-2.18. Las diferencias se hacen algo más 
evidentes al aumentar las concentraciones de la hormona. 
 
A 
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B 
 
 
Figura 3.3: Estudio de la sensibilidad de ocp1 y nrpd2-2 al ABA.  
Los experimentos se repitieron un mínimo de 3 veces, creciendo las plántulas durante 12 días tras la 
estratificación. (A) Fotografías de plántulas crecidas en medio MS-agar suplementado con distintas 
concentraciones (de izquierda a derecha: 0; 0,5 y 1 µM) de la hormona vegetal ABA. (B) La gráfica 
representa la cuantificación en forma de porcentaje de plántulas para cada uno de los genotipos que 
quedan arrestadas en el estadío anterior a la expansión de los cotiledones, en este caso a 
concentraciones de 0; 0,2; 0,5 y 1 µM de ABA. 
 
Tras un número suficiente de réplicas en las que se apreciaron las mismas 
diferencias, y debido a la levedad del fenotipo observado (de forma similar a lo que 
ocurría con la susceptibilidad encontrada frente a la infección con hongos 
necrotrofos), se planteó la cuantificación de dicho fenotipo de forma que 
permitiese comparar los distintos genotipos de un modo más cuantitativo, 
reflejando las pequeñas, aunque consistentes, diferencias observadas. Para ello se 
realizó una cuantificación de las plántulas que quedaban arrestadas en estadíos 
anteriores a la expansión de los cotiledones para los genotipos analizados en 
distintas concentraciones de ABA. Como se muestra en la figura 3.3 B, en placas de 
MS-agar sin ABA apenas quedan plántulas arrestadas a los 12 días de edad, 
mientras que en concentraciones de 1 µM de ABA se observa un porcentaje en 
torno al 50% de inhibición en las plantas utilizadas como control silvestre (línea 
5.2). Para la misma concentración de ABA encontramos que el porcentaje de 
plántulas arrestadas antes de la expansión de los cotiledones para el mutante 
nrpd2-2.17 llega incluso al 90%, siendo algo menor en nrpd2-2.18, y situándose en 
torno al 80% para el mutante ocp1.  
 
Con esta representación de los datos se ponen de manifiesto las diferencias 
observadas en experimentos anteriores, concluyendo que existe una ligera, aunque 
consistente, hipersensibilidad de los mutantes alterados en el gen NRPD2 en la 
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señalización mediada por la hormona vegetal ABA, lo que asignaba cierto papel por 
parte de la RdDM en dicha vía. 
 
Estos datos son acordes al hecho de que mutantes defectivos en la Pol V muestren 
resistencia frente a infecciones ocasionadas por patógenos biotrofos, ya que tal y 
como se menciona en el epígrafe 1 de este mismo capítulo,  mutantes alterados en 
las vías del SA o bien del ABA muestran hipersusceptibilidad bacteriana. Por esto 
mismo es lógico pensar que mutantes hipersensibles al ABA se comporten como 
resistentes. Así mismo, mutantes defectivos en las respuestas defensivas frente a 
patógenos necrotrofos (tales como coi1 y jai1), en las que se implica el JA, además 
de mostrar resistencia frente a infecciones biotrofas e hipersusceptibilidad frente al 
ataque de patógenos necrotrofos; tienen impedida la reapertura estomática 
mediada por efectores patogénicos como COR (inhibiendo la señalización que 
induce el cierre mediada por ABA).  
 
Todo esto concuerda con los resultados obtenidos para el mutante nrpd2-2 
(susceptible al hongo necrotrofo B. cinerea, resistente a la bacteria P.s.t DC3000 e 
hipersensible al ABA). 
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3.- ESTUDIO DE LA RESPUESTA A SEQUÍA: 
 
El balance hídrico en la planta es controlado por diversos factores. A lo largo del 
día, el 99 % del agua absorbida del suelo por la planta se libera a través de los 
estomas por evapotranspiración. Los complejos estomáticos en la epidermis de la 
parte aérea vegetal son sitios críticos en la regulación del intercambio gaseoso.  
Los estomas constituyen poros microscópicos flanqueados, cada uno de ellos, por 
un par de células guarda o células oclusivas. Las células guarda son las encargadas 
de controlar el tamaño del poro estomático a través de su turgor, regulando así la 
pérdida de agua, el intercambio gaseoso y la transpiración.  
  
En condiciones de buena disponibilidad hídrica la planta transpira agua a través de 
los estomas, movilizando los nutrientes, favoreciendo la toma de agua por las 
raíces, llevando agua (requerida para los procesos de fijación de CO2) a las zonas 
fotosintéticas y refrigerando las cavidades subestomáticas. Además, el aparato 
estomático permite el intercambio gaseoso, imprescindible en la toma de CO2 que 
será incorporado a la biomasa en los procesos fotosintéticos. Por ello, en 
condiciones de estrés hídrico, la supervivencia de la planta depende de su 
capacidad para optimizar el grado de apertura estomática, ya que debe mantener 
el intercambio gaseoso, la refrigeración, la movilización de nutrientes, y los 
procesos fisiológicos, sin derrochar el agua perdida a través de los estomas 
(Lambers et al., 1998). 
 
Mientras cambios en la morfología foliar pueden contribuir sobre todo a los niveles 
en que se produce el intercambio gaseoso, la regulación en el tamaño de la 
apertura estomática es la única forma dinámica y reversible por la cual se pueden 
ajustar el intercambio aéreo y las pérdidas de agua en respuesta a los continuos y 
numerosos cambios ambientales. Entre los estímulos percibidos por la planta, 
implicados en este ajuste de la apertura estomática, encontramos señales tanto 
internas como ambientales, entre las cuales destacan la luz, el CO2 y la hormona 
ABA (Schroeder et al., 2001) (ver figura 3.4).  
 
 
Figura 3.4: Modelo de la apertura y cierre del poro estomático.  
Extraído de Sirichandra, C. et al. 2009.   
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Mutantes alterados en la biosíntesis del ABA muestran un aumento en la 
transpiración (Koornneef et al., 1982; Léon- Kloorsterziel et al., 1996; Marin et al., 
1996; Merlot et al., 2002; Artsaenko et al., 1995). Por el contrario, el mutante ocp3, 
como consecuencia de su hipersensibilidad a la hormona ABA muestra una acusada 
resistencia a procesos de desecación, debido a una respuesta más eficaz en el 
cierre estomático mediado por dicha hormona (figura 3.2; Ramírez et al., 2009). 
Así, bajo la premisa de una ligera aunque consistente hipersensibilidad al ABA 
mostrada por parte de mutantes defectivos en NRPD2, se realizó un estudio de los 
mismos en este caso enfrentándolos a un estrés abiótico en que se implica el ABA, 
el déficit hídrico.  
 
Con dicho objetivo, y teniendo en cuenta que la mayor parte del agua que se 
absorbe del suelo se pierde a través de los estomas, y que la regulación de éstos 
depende en gran medida del ABA, se propuso un estudio de la pérdida de agua  
durante un periodo de déficit hídrico. Éste se realizó en poblaciones de individuos 
pertenecientes a los distintos genotipos; mediante la toma de medidas del peso a 
lo largo de cierto periodo sin aporte hídrico, con afán de tener una idea del 
aprovechamiento hídrico llevado a cabo por las plantas.  
 
A 
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B 
 
Figura 3.5: Análisis de la pérdida de peso por desecación.  
(A) La gráfica muestra la pérdida progresiva de peso por desecación medida como la diferencia de peso 
en los sucesivos días respecto al primer día del experimento; asumiendo que tal pérdida de peso es 
ocasionada por los procesos de evapotranspiración (gramos de agua perdida, en ordenadas). Se 
muestran los resultados obtenidos a lo largo de 10 días sin aporte hídrico en 12 individuos de cada uno 
de los genotipos (ocp1, nrpd2-2.17, nrpd2-2.18 y plantas silvestres Col-0). Se realizaron 3 réplicas del 
ensayo, utilizando en todos los casos el mutante ocp3 (resistente a la sequía) como control interno 
experimental. Las barras de error representan el desvío estándar de la media. (B) En este caso la 
representación muestra la cantidad de agua perdida (gm) tras 8 días sin aporte hídrico. De nuevo las 
barras de error representan el error estándar de la media. Las diferentes letras sobre las barras indican 
diferencias significativas tras realizar una comparación por contraste múltiple de rango según Fisher 
(LSD) entre los genotipos analizados. 
 
Tras crecer las plantas, una por maceta, durante 5 semanas en condiciones de día 
corto, se procede a una primera hidratación total a día 0. Con posterioridad se da 
paso al sellado de las macetas, de forma que tan solo la parte aérea de la planta 
queda fuera del precinto, por lo que se reduce la variabilidad experimental que 
pudiera introducir la desecación diferencial del sustrato. A día 0 se pesan todas las 
macetas de forma individual (12 individuos por cada genotipo) y en los días 
sucesivos se evalúa la pérdida de peso de cada individuo, asumiendo que la pérdida 
de peso se debe al agua transpirada por la planta.  
En la gráfica 3.5 A, se muestran los datos obtenidos expresados como gramos de 
agua transpirada desde el día 0 hasta 10 días después de comenzar el experimento, 
teniendo en cuenta que en tales días las plantas no reciben ningún aporte hídrico 
externo. En la figura 3.5 B se muestran los datos a día 8 como representación en un 
solo punto temporal de la pérdida diferencial de agua entre los distintos genotipos. 
En todas las réplicas fue incluido como control experimental el mutante ocp3, que 
muestra una menor pérdida de agua (Ramírez et al., 2009). Como se aprecia en 
ambas  gráficas (3.5 A y B), las dos líneas del mutante nrpd2-2 (nrpd2-2.17 y  nrpd2-
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2.18) muestran una mayor tasa de pérdida de agua a través de la parte aérea de la 
planta.  En el caso de ocp1 no fueron apreciables tales diferencias respecto a 
plantas silvestres Col-0, evidenciando una vez más el carácter hipomorfo del alelo 
ocp1.  
 
Se esperaba encontrar, en principio, cierta resistencia a la pérdida de agua, ya que 
el ABA está implicado en promover el cierre estomático; cómo se expone en el 
epígrafe anterior, ocp1, y de forma más patente nrpd2-2, muestran 
hipersensibilidad a dicha hormona, observada tras someter plántulas de tales 
genotipos a su crecimiento en placas suplementadas con distintas concentraciones 
de ABA. Así, si los mutantes defectivos en NRPD2 reaccionasen de forma 
hipersensible a la hormona, en condiciones de regulación del cierre estomático 
(como pueden ser los ciclos diarios o bien el estrés hídrico), dichos mutantes 
cerrarían de forma más eficaz los estomas evitando así la pérdida excesiva de agua, 
de la misma manera que ocurre en el mutante ocp3.  
Al observar, de forma opuesta, que el mutante nrpd2-2 muestra una mayor tasa de 
pérdida de agua, los datos obtenidos en esta etapa resultaban ciertamente 
intrigantes.   
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4.-  ESTUDIO DEL NÚMERO DE ESTOMAS:  
 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, donde los mutantes defectivos en el 
gen NRPD2, pese a una mayor sensibilidad al ABA mostraban una pérdida de agua 
por transpiración también mayor en comparación a plantas silvestres, se procedió a 
un estudio del número de estomas en dichos mutantes, con el objetivo de encajar 
los fenotipos observados.  
 
4.1.- ANÁLISIS DEL NÚMERO DE ESTOMAS PARA MUTANTES DEFECTIVOS EN 
NRPD2:  
 
En una aproximación preliminar se realizaron fotografías de la superficie foliar 
mediante microscopía electrónica de barrido, con el objetivo de identificar 
alteraciones en el desarrollo estomático para los mutantes ocp1 y nrpd2-2, en 
comparación con plantas silvestres Col-0.  
 
A 
 
B 
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Figura 3.6: Análisis del número de estomas para mutantes defectivos en NRPD2. 
(A) Micrografías de la superficie foliar (cara adaxial) obtenidas mediante microscopía de barrido. Las 
barras en la parte inferior representan 100 µm. (B) Cuantificación del número de estomas por unidad 
de área. Los conteos se realizaron a partir de fotografías de peelings provenientes de la cara abaxial 
mediante microscopía óptica. Las muestras analizadas en (A) y (B) provienen de hojas de roseta 
completamente expandidas en plantas de 5 semanas de edad crecidas en condiciones de día corto. 
 
Los resultados obtenidos fueron similares a los mostrados en la figura 3.6 A. Tras la 
observación de una gran cantidad de micrografías, apreciamos un cierto aumento 
en la abundancia estomática, así como una menor distancia entre estomas 
contiguos en el mutante nrpd2-2. 
Con el fin de realizar un estudio más exhaustivo de dicha apreciación se dio paso al 
conteo de número de estomas por unidad de área foliar.  
En este caso el procedimiento consistió en el fotografiado de peelings 
pertenecientes a la cara abaxial de la lámina media de hojas expandidas de roseta 
en plantas de 5 semanas de crecimiento en condiciones de día corto. Los peelings 
eran montados con agua, visualizados mediante microscopía óptica, y 
fotografiados. Tras el fotografiado de las imágenes se realizaron conteos 
estomáticos para cada uno de los genotipos y se referenciaron en todos los casos a 
la unidad de área.  
Como se observa en la figura 3.6 B los resultados obtenidos en dichos conteos 
evidencian un aumento en el número estomático en el mutante nrpd2-2, mientras 
que el mutante ocp1 presenta un número de estomas similar a las plantas 
silvestres.  Estos datos son concordantes con las observaciones previas, dando 
sentido a una mayor tasa de transpiración en nrpd2-2 a pesar de su 
hipersensibilidad al ABA.  
 
4.2.- ANÁLISIS DEL NÚMERO DE ESTOMAS PARA MUTANTES DEFECTIVOS EN Pol IV 
y Pol V:  
 
El desarrollo estomático es un proceso de elevada relevancia dado las 
imprescindibles funciones llevadas a cabo por los estomas. Debido a ello existen 
ciertas proteínas que funcionan como reguladores negativos en el proceso, entre 
las que encontramos a FLP, EPF1 y SDD1.  
 
El proceso de desarrollo y la diferenciación estomática en A. thaliana se caracteriza 
por una serie de divisiones celulares determinadas (figura 3.7 A). La entrada en el 
linaje estomatal es iniciada por una división asimétrica de una célula epidérmica 
indiferenciada que da lugar a dos células hijas de tamaño desigual. La célula hija de 
menor tamaño es conocida como célula meristemoide. La célula meristemoide 
sufre algunas divisiones asimétricas de amplificación antes de diferenciarse en una 
célula guarda madre con forma ovalada. Esta célula guarda madre realiza una 
última división simétrica para generar las dos células guardas que tras su 
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diferenciación formarán el poro estomático. Las demás células hijas acompañantes 
a la meristemoide se diferencian hacia células epidérmicas, pero también pueden 
dividirse de nuevo asimétricamente para formar una vez más células 
meristemoides satélite (Zhao & Sack, 1999; Bergmann & Sack, 2007).   
 
 
 
 
 
 
A 
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Figura 3.7: Esquema del patrón de diferenciación estomática y fenotipo de 
mutantes en algunas de las proteínas relacionadas.  (A) Esquema del patrón de 
diferenciación estomática. MMC se refiere a Meristemoid Mother Cell (célula madre meristemoide), la 
célula que da inicio al linaje estomático. Tras su división asimétrica se obtienen M de Meristemoid 
(célula meristemoide) y NC1 de Neighbouring Cell 1 (célula acompañante 1). Mediante sucesivas 
divisiones asimétricas de M se forman un número variable de células acompañantes (frecuentemente 2: 
NC2 y NC3) que a su vez pueden sufrir divisiones asimétricas originando SM o Satellite Meristemoid 
(Celulas meristemoides satélite). Con posterioridad M se diferencia a GMC o Guard Mother Cell (célula 
guarda madre) que mediante una división simétrica da lugar a las dos GC o Guard Cells (células guarda), 
constituyendo el poro estomático. Extraído de Groll et al., 2002. (B) y (C) Las fotografías 
muestran la distribución estomática de la cara abaxial en hojas de plantas silvestres Col-0 (B), y de 
plantas pertenecientes al mutante flp (C). La barra indica 40 µm. La flecha muestra las células guarda 
desapareadas y la punta de flecha indica las agrupaciones de estomas. Extraído de Yang & Sack, 
1995.  (D) y (E) Las imágenes muestran impresiones de resina dental realizadas sobre la cara abaxial 
de hojas primarias completamente desarrolladas pertenecientes a plantas silvestres (D) y mutantes sdd1 
(E). La barra indica 50 µm. Los estomas se muestran en azul. Extraído de Groll et al., 2002.  (F) y 
(G) Las fotografías, tomadas mediante microscopía confocal, corresponden a peelings perteneciente a 
la cara abaxial de cotiledones de plantas silvestres (F) y mutantes epf1 (G), en este caso teñidos con 
safranina con el objetivo de diferenciar las células guarda que se tiñen positivamente (en rojo). La barra 
en la parte inferior de las fotografías indica 100µm. Extraído de Hara et al., 2007. 
 
En dicho contexto, el gen FLP o FOUR LIPS está implicado en uno de los últimos 
pasos en la formación del poro estomático, donde la célula madre estomática sufre 
una última división simétrica para dar lugar a las células guarda hijas (ver figura 3.7 
A). El mutante flp fue identificado en un rastreo genético por presentar grupos de 
dos estomas adyacentes, así como cierto porcentaje de estomas con células guarda 
desapareadas (figura 3.7 B y C; Yang & Sack, 1995).     
 
SDD1 o STOMATAL DENSITY AND DISTRIBUTION 1 (densidad y distribución 
estomática 1) es una serin-proteasa similar a subtilisinas, implicada en la 
señalización célula a célula de forma análoga a la que lo hace EPF1 o EPIDERMAL 
PATTERNING FACTOR 1. Ambos son expresados por las células precursoras de los 
estomas como las célula guarda madre, y posiblemente secretados con el objetivo 
de señalizar la diferenciación celular de las células adyacentes a los estomas hacia 
células epidérmicas, donde se postula su interacción con receptores implicados en 
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las señales de diferenciación estomática como TMM (TOO MANY MOUTHS; Groll et 
al., 2002; Hara et al., 2007). Con la acción de estas proteínas se obtiene una 
correcta separación entre estomas y un número adecuado de ellos repartidos a lo 
largo de la superficie foliar. Así, en mutantes defectivos para tales funciones, se 
hace patente un aumento en el número de estomas, así como una distribución 
asociada a agrupaciones estomáticas y patrones de diferenciación aberrantes 
(figura 3.7 D y E; Groll et al., 2002; Hara et al., 2007).  
Teniendo en mente los resultados obtenidos con anterioridad, que daban 
comienzo al establecimiento de una relación entre la RdDM y los procesos de 
desarrollo estomático, y con el fin de ahondar en el conocimiento de tal relación, se 
propuso un análisis del número estomático en otros mutantes alterados en la 
RdDM como son nrpd1, nrpe1 y ocp11 (ago4-2), utilizando como control 
experimental mutantes para los genes FLP, EPF1 y SDD1.  
 
Las medidas tomadas en el epígrafe anterior se basaban en el conteo del número 
de estomas por unidad de área, lo que reportaba un aumento en el número de 
estomas en el mutante nrpd2-2, aunque no era descartable que tal aumento se 
debiera al incremento en el número de células totales (que incluiría el número de 
estomas). Así, en esta ocasión, nos propusimos analizar el índice estomático, 
definido como el porcentaje del número de estomas dividido por el número de 
células totales (suma de epidérmicas y estomáticas). Dicho índice hace referencia a 
la proporción de estomas respecto al número de células epidérmicas, por lo que 
aquellos genotipos en cuyo desarrollo foliar se produjese un aumento en el número 
total de células pero mantuviesen constante la densidad estomática, no variarían 
dicho índice, mientras que si el defecto en alguno de los genes analizados provoca 
alteraciones específicas en el desarrollo estomático, obtendremos variaciones del 
índice respecto a plantas silvestres Col-0.   
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Figura 3.8: Estudio del índice estomático en mutantes defectivos en Pol IV y Pol V.  
La gráfica muestra los resultados obtenidos tras los cálculos del índice estomático utilizando, 
para los diversos genotipos, la fórmula: Número de estomas x 100/Número total de células 
(oclusivas + epidérmicas). Los conteos celulares se realizaron a partir de fotografías de 
peelings foliares pertenecientes a la cara abaxial de hojas de roseta expandidas provenientes 
de plantas de 5 semanas de edad crecidas en día corto y recogidas mediante microscopía 
óptica. La recogida de los datos tuvo lugar en 128 fotografías de cada uno de los genotipos.  
Los cálculos del índice estomático se realizaron en cada una de las muestras de forma 
independiente, lo que permite el cálculo del desvio estándar de los datos, representado por 
las barras de error. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas tras realizar 
una comparación por contraste múltiple de rango según Fisher (LSD) entre los diferentes 
genotipos. 
 
En la figura 3.8 se muestran los resultados obtenidos tras el conteo de 128 
microfotografías de cada uno de los genotipos (4 fotografías por hoja, 4 hojas por 
planta, 8 plantas por genotipo). Las fotografías se tomaron en peelings 
provenientes de la cara abaxial de hojas de roseta expandidas pertenecientes a 
plantas de 5 semanas de edad crecidas en condiciones de día corto.  
Como se observa, al igual que se describe en el epígrafe anterior, el mutante nrpd2-
2 muestra un índice estomático significativamente mayor al de plantas silvestres 
Col-0, por lo que podemos concluir que las alteraciones en cuanto a cantidad de 
estomas observados no son debidas a un aumento en el número total de células 
sino que NRPD2 parece implicado en el proceso de desarrollo estomático. En los 
mutantes nrpd1, nrpe1 y ocp11 encontramos, así mismo, un aumento en el índice 
estomático similar a nrpd2, siendo más patente en el mutante nrpe1 y más leve en 
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nrpd1, lo que podría apuntar a un papel de mayor peso en el proceso para la Pol V 
respecto a la Pol IV. Los controles flp, epf1 y sdd1 muestran el aumento en el índice 
estomático que  se describe en la literatura, aportando validez a los resultados.  
 
Durante el análisis fueron apreciables ciertas alteraciones en el patrón de 
desarrollo estomático en los mutantes implicados en la RdDM analizados, con 
similitud a los defectos descritos en los mutantes control.  
En la figura 3.9 se muestran a modo descriptivo algunas de las fotografías 
obtenidas mediante microscopía óptica para los mutantes nrpe1, nrpd1, nrpd2, 
ocp11 (ago4-2), flp, epf1 y sdd1. Mediante flechas negras se  marcan las 
agrupaciones de estomas; las flechas verdes indican las células guarda 
desapareadas; y las rojas los estomas inmaduros o células guarda madre. 
 
Como se aprecia en las fotografías, todos los mutantes implicados en la RdDM que 
fueron analizados muestran alteraciones en el patrón de desarrollo estomático. 
Tomando en conjunto los resultados obtenidos podemos concluir que la RdDM 
parece ejercer determinadas funciones aún por concretar en el proceso de 
desarrollo estomático. 
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Figura 3.9: Alteraciones en el desarrollo estomático para mutantes defectivos en 
Pol IV y Pol V. Microfotografías recogidas mediante microscopía óptica de peelings realizados de la 
misma manera que en los casos anteriores. La barra indica 100 µm. Las flechas de color negro indican 
estomas contiguos situados a poca distancia las de color verde señalan células oclusivas desapareadas y 
las rojas células guarda madre o estomas inmaduros.  
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Aun sin haber sido observadas alteraciones morfológicas patentes en los mutantes 
de pérdida de función para proteínas de la vía, han sido descritas ciertas funciones 
de la RdDM como reguladora a lo largo del desarrollo vegetal, siendo las más 
conocidas sus implicaciones en el proceso de floración. Inicialmente se observó un 
retardo en la floración de plantas crecidas en día corto pertenecientes a los 
mutantes nrpd1, nrpe1, ago4-1 y rdr2 entre otros (Pontier et al., 2005; Chan et al., 
2004). Con posterioridad se identificaron los genes FWA y FLC, implicados en 
floración, como dianas del silenciamiento mediado por ARNsi (Chan et al., 2004; 
Swiezewski et al., 2007; Liu et al., 2004).  
 
Con los análisis descritos en este capítulo abrimos la puerta a la relación de la 
RdDM en otro punto clave en el desarrollo vegetal, la diferenciación estomática. En 
un futuro próximo se dará paso al análisis de los niveles de expresión para genes 
relacionados implicados en el proceso de diferenciación estomática, con el objetivo 
de identificar posibles genes diana regulados por la RdDM.  
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5.- SÍNTESIS DEL CAPÍTULO:  
  
A lo largo del capítulo se describe la implicación de la RdDM en la vía de 
señalización mediada por el ABA que relaciona respuestas tanto a estrés biótico 
como abiótico.  
En los análisis realizados se observa un comportamiento de hipersensibilidad a la 
hormona ABA para el mutante nrpd2-2, que correlaciona con la resistencia frente a 
organismos biotrofos, así como con la hipersusceptibilidad frente a organismos 
necrotrofos mostrada por el mismo mutante.  
 
Pese a la mencionada hipersensibilidad, en nrpd2-2 no se observa resistencia a la 
desecación (fenotipo esperado, debido al papel del ABA en dicho estrés abiótico), 
sino que por el contrario las plantas parecen perder agua mediante transpiración a 
una velocidad mayor que las plantas silvestres Col-0. Tal observación llevó a 
plantear la posibilidad de que nrpd2 portase alteraciones en el patrón de desarrollo 
estomático, por lo que se dio paso a un análisis del índice estomático tanto para 
nrpd2 como para los mutantes nrpd1, nrpe1 y ocp11, los cuales mostraron, todos 
ellos, un aumento en dicho índice, dando sentido al fenotipo observado en los 
experimentos de pérdida de agua por transpiración.  
 
Teniendo en cuenta los resultados descritos, podemos decir que la RdDM parece 
implicada en la señalización del ABA, relacionándose así con las respuestas frente a 
estrés tanto biótico como abiótico. Además, se describe la implicación de la RdDM 
en procesos de desarrollo como la diferenciación celular en los estomas.  
 
Como se ha mencionado con anterioridad, la RdDM aporta un nuevo nivel de 
regulación de la información génica, más allá de la secuencia de bases, que afecta a 
extensas regiones del genoma. La selección evolutiva de este mecanismo en los 
vegetales tiene sentido bajo un punto de vista adaptativo, ya que mediante su 
acción se podría modificar la expresión de diversos grupos de genes en función de 
las presiones ejercidas por el ambiente (pudiendo ser éstos de diversa índole, tales 
como ataques de patógenos, deshidratación…). Ha sido recientemente descrita una 
compleja maquinaria molecular para la RdDM, en la que cada vez se posiciona un 
número mayor de proteínas, pero para la cual aún no se conocen todas las 
implicaciones, por lo que el análisis fenotípico de mutantes resulta ciertamente 
interesante. Con los resultados obtenidos en el trabajo se implica a la RdDM en la 
respuesta tanto a estrés biótico como abiótico, en vías para las que  no se había 
descrito hasta el momento, corroborando el significado adaptativo en cuanto a la 
selección de la RdDM. Sin duda son necesarios gran cantidad de estudios 
posteriores que colaborarán a dilucidar más en detalle los papeles biológicos en 
que se implica la vía, así como sus genes diana y las interacciones con otras vías de 
señalización. 
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CONCLUSIONES: 
 
1.- El mutante ocp1 porta una alteración monogénica y de carácter recesivo en el 
locus At3g23780 que codifica la proteína NRPD2, la cual corresponde a la segunda 
subunidad mayor de las ARN polimerasas IV y V, implicadas en la vía de metilación 
de ADN dirigida por ARN pequeños interferentes (RdDM). 
 
2.- El mutante nrpd2-2 fenocopia la desregulación en la expresión del transgen 
PEp5C mostrada por ocp1, así como éste muestra una desmetilación de las dianas 
típicas de la RdDM (como son el gen SUPERMAN, los genes 5S y el elemento AtSN1) 
similar a la que presenta nrpd2-2. Sin embargo, a lo largo del estudio el mutante 
ocp1 ha mostrado ciertas diferencias respecto a nrpd2-2, hecho que revaloriza al 
alelo obtenido.  
 
3.- El mutante nrpd2-2 muestra una elevada susceptibilidad al virus PPV, 
manifestada como una mayor dispersión del virus a lo largo del tejido vegetal, así 
como la aparición de sintomatología. Dicho comportamiento constituye una 
evidencia clara de la implicación de la RdDM en los procesos de defensa antiviral. 
Así mismo, mutantes alterados en las primeras subunidades mayores de las 
polimerasas IV y V (NRPD1 y NRPE1) manifiestan un fenotipo opuesto, lo que sienta 
la base de partida para elaborar un modelo sobre la implicación de la vía en las 
interacciones planta-virus. 
 
4.- Mutantes para componentes clave de la RdDM y en concreto para la polimerasa 
V, como son las proteínas NRPD2 y NRPE1, muestran una susceptibilidad mayor 
frente al hongo necrotrofo B. cinera que la mostrada por plantas silvestres, y 
similar a la mostrada por el mutante ago4-2. Ello permite relacionar por primera 
vez la RdDM con la respuesta defensiva frente a hongos necrotrofos, donde 
desempeña un papel fundamental la ruta se señalización mediada por el JA. 
 
5.- Frente a infecciones con la bacteria biotrofa P.s.t DC3000 los mutantes nrpd2 y 
nrpe1 muestran un fenotipo de resistencia, de forma opuesta a lo que ocurría en el 
caso del estudio con hongos necrotrofos. Tales resultados en conjunto parecen 
poner de manifiesto el antagonismo de las vías del SA y del JA. Por el contrario, el 
mutante ago4-2 muestra hipersusceptibilidad frente al la misma cepa bacteriana, 
por lo que AGO4 parece cumplir funciones independientes a las de la ruta clásica 
de RdDM, haciendo factible interpretaciones basadas en su interacción con otras 
vías. Estas funciones no parecen estar relacionadas con la localización de AGO4 en 
los cuerpos de Cajal, ya que mutantes relacionados con la integridad, función, o 
movilidad de los Cuerpos de Cajal muestran comportamientos similares a los 
obtenidos para mutantes alterados en diversos componentes de la RdDM y 
opuestos a los de ago4-2. 
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6.- El mutante nrpd2-2 muestra un comportamiento de hipersensibilidad a la 
hormona ABA, lo que correlaciona con la resistencia observada frente a organismos 
biotrofos, así como con la hipersusceptibilidad frente a organismos necrotrofos 
mostrada por el mismo mutante. Tales observaciones constituyen un nexo de 
unión entre las respuestas frente a estrés tanto biótico como abiótico. Pese a la 
mencionada hipersensibilidad al ABA, en nrpd2-2 no se observa resistencia frente a 
periodos prolongados de déficit hídrico, debido probablemente a un aumento en el 
índice estomático. En concordancia, el análisis del índice estomático en diversos 
mutantes de la RdDM apunta a una implicación de ésta en los procesos de 
diferenciación celular de los estomas, relación que no había sido descrita hasta la 
fecha. 
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1.- MATERIAL BIOLÓGICO: 
 
1.1.- BACTERIAS: 
- Pseudomonas syringae: 
 
Como bacterias fitopatógenas se utilizaron las cepas P. syringae pv. tomato DC3000 
y P.syringae pv. tomato DC3000 (avrRpm1), suministradas por el Dr. J. Dangl 
(Universidad de Carolina del Norte, EE.UU.). 
 
1.2.- HONGOS: 
- Botrytis cinerea: 
 
Como hongo fitopatógeno se utilizó la cepa BMM1 de B. cinerea aislada de 
Pelargonium zonale y suministrada por la Dra. B. Mauch-Mani (Universidad de 
Neuchatel, Suiza). 
 
1.3.- VIRUS: 
- Plum pox virus (PPV): 
 
Como virus fitopatógeno se utilizó una cepa del virus PPV cedida por el Dr. Juan 
Antonio García (Centro Nacional de Biotecnología, Madrid, España). Se trata de una 
cepa de Agrobacterium tumefaciens portando un plásmido que contiene el genoma 
del virus PPV fusionado al gen de proteína fluorescente GFP. Este plásmido 
contiene el gen de resistencia al antibiótico Kanamicina. 
 
1.4.-  PLANTAS: 
 
- Arabidopsis thaliana: 
 
Se trabajó con los ecotipos Columbia-0 (Col-0), Ler y Ws de A. thaliana. Para 
estudios comparativos se utilizaron: 
Las líneas transgénicas;  
NahG (Lawton et al., 1995). 
35S:U2B´´-GFP (Boudonck et al., 1999). 
PEp5C:GUS (Coego et al., 2005a). 
Los mutantes; 
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dth9 (Mayda et al., 2000). 
npr1-1 (Cao et al., 1997). 
ocp3 (Coego et al., 2005b). 
ocp1 (Coego et al., 2005a). 
ocp11 (Agorio & Vera, 2007). 
rpm1-1 (Grant et al., 1998). 
pad4 (Zhou et al., 1998). 
dir1-1 (Maldonado et al., 2002). 
ncb1, ncb2, ccb y pcb (Collier et al., 2006). 
flp (Yang  & Sack, 1995). 
epf1 (Hara et al., 2007). 
sdd1 (Groll et al., 2002). 
T-DNA NRPD1(alelo nrpd1-3, línea insercional de la colección SALK con número de 
accesión 128428). 
T-DNA NRPD2 (alelo nrpd2-2, SALK_046208). 
T-DNA NRPE1 (alelo nrpe1-11, SALK_029919). 
nrpd1a-1/nrpd1b-1 (Pontier et al., 2005). 
T-DNA SmB (GABI/kat 351A01). 
T-DNA SmD3 (SALK_020988). 
T-DNA FIB1 (SALK_055572C). 
T-DNA FIB2 (SALK_114637). 
T-DNA AtCoilin (SALK_049660). 
T-DNA U2B´´ (SALK_072946). 
ncb4 (GABI/kat 233H02; Collier et al., 2006). 
 
Los mutantes analizados se encuentran en el fondo genético Col-0 a excepción de 
los dir1-1, ncb1, ncb2, ccb y pcb que se encuentran en el fondo Ws. 
 
2.- CULTIVO DEL MATERIAL BIOLÓGICO: 
 
2.1.- BACTERIAS:  
 
- Pseudomonas syringae: 
 
Se creció P. syringae en medio líquido King’s B (KB) en presencia del antibiótico 
rifampicina 50 mg/L (y kanamicina 50 mg/L en el caso de bacterias con gen de 
avirulencia plasmídico) a 28 ºC durante un día, con agitación (200 rpm). Se inoculó 
una placa de medio sólido KB con  rifampicina 50 mg/L (y kanamicina 50 mg/L en el 
caso de bacterias con gen de avirulencia plasmídico) con 500 μL del cultivo 
anterior. Se creció un día a 28 ºC. Se cosecharon las bacterias por arrastre con 
MgSO4 10 mM estéril. 
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2.2.- HONGOS: 
 
- Botrytis cinerea: 
 
La cepa BMM1 de B. cinerea se aisló de Pelargonium zonale. Fue crecida en medio 
sólido PDA-Hoja (Potato-Dextrose Agar, Duchefa Biochemie, Prod. No. P1721.0500; 
añadiendo 38g de hoja/L) suplementado con sacarosa 10mM y KH2PO4 10 mM 
durante 3 semanas, y manteniendo un fotoperiodo de 10 horas. Se cosecharon las 
conidias mediante una espátula y se resuspendieron mediante agitación con vortex 
en 10 ml de MgSO4 y Tween 20 al 0,02%. Posteriormente se filtraron las esporas 
con ayuda de una jeringuilla (50ml) y un trozo de algodón, con el objeto de eliminar 
restos de hifas. La suspensión de esporas se lavó 2-3 veces mediante centrifugación 
y resuspensión con la solución fresca. La cuantificación de esporas se llevo a cabo 
con la ayuda de una cámara cuentaglóbulos y un microscopio. Finalmente se lleva 
la concentración final de esporas a 2,5 x 10
4
 esporas/ml en PDB (Potato Dextrose 
Broth) diluido ½.  
 
2.3.- VIRUS: 
 
- Plum pox virus (PPV): 
 
El glicerinado del Agrobacterium portador del genoma viral se plaqueó por 
agotamiento en medio sólido LB (Luria-Bertoni) con Kanamicina. Colonias aisladas 
son crecidas en el mismo medio líquido durante 24-40 horas. Se centrifuga y se 
resuspende el precipitado resultante con medio MES 10 mM pH 5,6 suplementado 
con MgCl 10 mM y Acetosiringona (1 μL/ ml). Tras centrifugar y lavar se resuspende 
de nuevo el precipitado en 5 ml.  
 
2.4.- PLANTAS: 
- Arabidopsis thaliana: 
 
Las plantas se crecieron en cámaras de cultivo en condiciones de alta intensidad 
lumínica (22000 lux), un fotoperiodo de día corto con 10 h luz y 14 h oscuridad, una 
humedad relativa del 85%, y una temperatura de 23
o
C en el día y 19
o
C en la noche. 
El crecimiento en tierra se realizó sobre un sustrato compuesto por turba, perlita, y 
vermiculita (2:1:1); o bien en sustrato jiffy-7 (Clause-Tezier Iberica, Valencia, 
España). Las semillas de A. thaliana se estratificaron en agua a 4 
o
C durante un 
mínimo de 2 días previo a su siembra. 
El crecimiento in vitro para A. thaliana se realizó en placas con medio Murashige y 
Skoog (MS) 2,2 g/L (Sigma), suplementado con agarosa 10 g/L y agargel 6 g/L 
(Sigma). Las semillas se esterilizaron previo a su estratificación con: etanol 70 % 
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(v/v) durante 2 min, seguido de hipoclorito de sodio 30 % (v/v) / Tween 20 0,01 % 
(v/v) durante 7 min., y finalizado con cinco lavados con agua destilada estéril. En 
este caso las plantas se crecieron durante los periodos indicados a una 
temperatura de 22
o
C y un fotoperiodo con 16 h de luz y 8 h de oscuridad.  
 
3.-INOCULACIÓN DE PLANTAS CON MICROORGANISMOS PATÓGENOS: 
 
3.1.- INOCULACIÓN CON Pseudomonas syringae: 
 
- Inoculaciones por inmersión: 
 
El crecimiento bacteriano de plantas inoculadas por inmersión se evaluó según 
(Tornero & Dangl, 2001). Plántulas de 15 días de edad fueron inoculadas mediante 
inmersión durante 10 segundos en una suspensión bacteriana a razón de 5x10
7
 
ufc/ml de P.s.t DC3000 en MgSO4 10 mM / Silwet L-77 0,02 % (v/v). El recuento 
bacteriano se realizó a los 0, 3 y 5 días tras la inoculación, expresándose como el 
logaritmo de las unidades formadoras de colonia por peso fresco (log(ufc/mg)p.f.)). 
Se realizaron cuatro réplicas por genotipo y día compuestas aproximadamente por 
30 mg de plántulas. A partir de esas muestras se obtuvo una suspensión 
bacteriana, incubando durante una hora en agitación a 28
o
C en MgSO4. El 
crecimiento bacteriano se calculó determinando el número de unidades 
formadoras de colonias en la muestra recolectada, mediante la realización de 
diluciones seriadas de la suspensión bacteriana y su siembra en placas de medio 
sólido KB suplementado con Rifampicina.  
 
- Inoculaciones por infiltración: 
 
El crecimiento bacteriano en plantas inoculadas por infiltración se evaluó según 
(Mayda et al., 2000). Las plantas analizadas tenían 4-5 semanas de edad. Las 
inoculaciones de foliolo entero se realizaron mediante jeringa sin aguja con 1x10
5
 
ufc/mL de P.s.t. en MgSO4 10 mM. El recuento de bacterias se realizó a los 0, 3 y 5 
d.p.i. (en ocasiones únicamente día 3 o bien 3 y 5 por ser los considerados como 
más informativos), expresándose como el logaritmo de las unidades formadoras de 
colonia por área foliar (Log (ufc/cm2)). Se realizaron al menos tres réplicas por 
genotipo y día compuestas aproximadamente por 12 plantas  independientes cada 
día, cada una de éstas constituida por cuatro discos de 9 mm de diámetro 
recogidos del tejido inoculado. 
 
- Evaluación de síntomas y extracciones de ARN: 
 
Los síntomas se evaluaron en plantas de 4-5 semanas de edad. Las hojas se 
infiltraron por el envés mediante jeringa sin aguja. Se infiltraron foliolos enteros 
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con 1x10
5
 ufc/mL de P.s.t. DC3000 en MgSO4 10 mM. Los síntomas se evaluaron a 
partir de los 5 d.p.i, momento en el cual se tomaron las fotografías. 
Las plantas para la extracción de ARN se inocularon por inmersión del mismo modo 
descrito con anterioridad, realizando un tratamiento paralelo únicamente con 
MgSO4. Se recolectó el material a las 72 horas en ambos grupos de muestras 
congelándose en N2 líquido. Se conservó el material a -80 ºC hasta la extracción del 
ARN. Cada muestra estaba compuesta por un mínimo de nueve hojas provenientes 
de tres plantas independientes (tres hojas por planta). 
 
3.2.- INOCULACIÓN CON Botrytis cinerea: 
 
- Inoculaciones por gota:  
 
Para las inoculaciones se utilizaron plantas de 5-6 semanas de edad crecidas en 
condiciones de día corto. Se inocularon 5-6 hojas/planta con 5 μL de una 
suspensión de esporas a una concentración final de 10
6
 esporas/ml. Las plantas 
inoculadas se mantuvieron en una atmósfera de elevada humedad ambiental y se 
midió el diámetro de la lesión producida por el hongo a los 3 días tras la 
inoculación. Los datos se representaron según la media y el desvío estándar de la  
media. Fueron utilizadas 20 plantas por genotipo y los experimentos se realizaron 
un mínimo de tres veces.  
 
- Evaluación de síntomas y extracciones de ARN: 
 
Tras inoculaciones llevadas a cabo de forma similar a la descrita en el epígrafe 
anterior, se tomaron fotografías con el objeto de mostrar los síntomas ocasionados 
por el hongo a los  3 días tras la inoculación. Las plantas para la extracción de ARN 
se inocularon por gota del mismo modo descrito con anterioridad, llevando de 
forma paralela un número idéntico de plantas sin inocular. Se recolectó el material 
a las 72 horas en ambos grupos de muestras congelándose en N2 líquido. Se 
conservó el material a -80 ºC hasta la extracción del ARN. Cada muestra estaba 
compuesta por un mínimo de nueve hojas provenientes de tres plantas 
independientes (tres hojas por planta). 
 
3.3.- INOCULACIÓN CON Plum pox virus (PPV): 
 
- Inoculaciones por infiltración:  
 
Se ajustó la concentración del virus mediante mediciones de la densidad óptica del 
Agrobacterium portador. Se inocula a una densidad óptica de 0,5.  Las 
inoculaciones se realizaron mediante inflitración con la ayuda de una jeringuilla en 
el envés de hojas expandidas de plantas de 4 ó 5 semanas de edad crecidas en día 
corto.  
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- Seguimiento de la dispersión viral y evaluación de los síntomas: 
 
Debido a la fusión del genoma viral a la proteína fluorescente GFP se realizaron 
seguimientos del la infección y dispersión viral en el tejido de la planta mediante 
una lupa de fluorescencia Leica MZ16F. Se observó periódicamente la dispersión 
viral realizando fotografías en los tiempos indicados. La sintomatología viral quedó 
registrada mediante fotografías tomadas a 22 días tras la inoculación.  
 
4.- AISLAMIENTO Y MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS: 
 
4.1.- PURIFICACIÓN Y MANIPULACIÓN DE ADN: 
 
- Extracción de ADN de plantas:  
 
Tras la toma de muestras, el material es congelado y almacenado a -20/-80 
o
C 
mediante su inmersión en nitrógeno líquido y posteriormente trituradas. 
En el caso de extracciones de ADN total para su utilización en genotipados se 
empleó el método descrito por (Edwards et al., 1991). El protocolo se basa en una 
extracción con el tampon EDM (Tris-HCl 200 mM pH 7,5 / NaCl 250 mM / ácido 
etilendiamino tetraacético (EDTA) 25 mM / dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,5 % 
(p/v)) en presencia de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y seguido de 
una precipitación con isopropanol y un lavado con etanol. El ADN obtenido a partir 
de cada hoja de A. thaliana se resuspendió en 100 μL de Tris-HCl 10 mM pH 8 o 
agua. 
 
En el caso de extracciones de ADN total para su estudio mediante análisis de 
metilación se empleó el método descrito por (Doyle & Doyle, 1990) con 
variaciones. En éste caso se realiza una extracción con tampón CTAB (2% Bromuro 
de hexadeciltrimetilamonio –CTAB, Sigma-/ Tris-HCl 100 mM pH 8/ NaCl 1,4 M/ 
ácido etilendiamino tetraacético –EDTA, Panreac- 20 mM/ 2% Polivinil pirrolidona –
PVP, Duchefa-) y β-mercaptoetanol; en presencia de cloroformo: alcohol isoamilico 
(24:1) y calor. Posteriormente se da paso a la fase de precipitación con isopropanol 
de forma similar al caso anterior. En este caso, se utilizó mayor cantidad de 
material vegetal, generalmente 1-2 gm de tejido fresco. Tras la resuspensión en 1 
ml de Tris-HCl 10 mM pH 8 se realizó una precipitación con ClLi 2 mM del ARN de la 
muestra, realizando posteriormente una nueva precipitación del ADN contenido en 
el sobrenadante con etanol y una resuspensión final con 500-750 μL de Tris-HCl 10 
mM pH 8.   
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- Amplificación por PCR (reacción en cadena de la polimerasa):  
 
Las PCR se realizaron utilizando ADN de A. thaliana (obtenido según el epígrafe 
anterior) y diferentes cebadores según el fragmento objeto de la amplificación. Las 
reacciones utilizadas para los procesos de genotipado de mutantes, secuenciación y 
el análisis de marcadores se realizaron en un volumen final de 15 μL (escalando a 
50 μL en el caso de reacciones de amplificación con el objeto de secuenciar el ADN 
amplificado) conteniendo 0,4 U de la polimerasa de ADN Netzyme (Fermentas), 
tampón de reacción (Tris-HCL 75 mM pH 9 /KCL 5 mM / (NH4)2SO4 20 mM / MgCl2 
2 mM / BSA 0,0001 % (p/v)), dNTPs 200 μM (Fermentas), oligonucleótidos a 
concentraciones de 0,24 μM , y 1 μL de ADN (∼100 ng). Los programas de 
amplificación estándar constaron de 40-50 ciclos, cada uno con 15s 95 
o
C 
(desnaturalización), 30 s a 55 
o
C (hibridación), y 1 min/kpb a 72 
o
C (extensión). 
Las temperaturas de hibridación utilizadas se modificaron si la Tm de los cebadores 
lo requería. Se utilizó una máquina Programmable Thermal Controller PTC-100 (MJ 
Research Inc).  
Los fragmentos de ADN amplificados por PCR se analizaron por electroforesis en 
geles de agarosa del 1 al 3 % (p/v) teñidos con bromuro de etidio (Sambrook & 
Russell, 2001). 
 
-  Purificación de fragmentos de ADN:  
 
Los fragmentos de PCR amplificados se resolvieron electroforéticamente en geles 
de agarosa (Sambrook & Russell, 2001) para su posterior purificación. En cada caso, 
la banda del tamaño esperado se recortó y el ADN se purificó mediante el método 
de congelación con fenol (Bewsey et al., 1991). El método se basa en la trituración 
del fragmento de agarosa, la extracción del ADN mediante un primer tratamiento 
con fenol, seguido de mediante nitrógeno líquido, y un segundo tratamiento con 
fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1), tras lo que se da paso a una 
precipitación con isopropanol y AcNa 300mM, y se lava con etanol. 
 
4.2.- PURIFICACIÓN Y MANIPULACIÓN DE ARN: 
 
- Extracción de ARN de plantas y transcripción reversa: 
 
El ARN de hojas de A. thaliana se obtuvo a partir de extracciones con fenol: 
cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y posterior precipitación con LiCl 2 M, 
siguiendo el protocolo de (Bugos et al., 1995). Para el trabajo con ARN se tomaron 
las precauciones recomendadas por (Sambrook & Russell, 2001). En los casos en 
que fue necesario se trató al ARN extraído con DNasaI (Takara), según 
especificaciones del fabricante. 
El ARN se dosificó midiendo su absorbancia neta a 260 nm (resultante de la 
diferencia 
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entre la A260 y la A280). Las reacciones de transcripción reversa se realizaron a 
partir de 5 μg de ARN total purificado. Se utilizó el Revert Aid™ H Minus First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Fermentas) con el cebador oligo(dT)18 (5´-
TTTTTTTTTTTTTTTTTT-3´) en un volumen final de 25 μL, conforme a las 
recomendaciones del fabricante. 
- PCR semicuantitativas: 
 
Para determinar las cantidades relativas de ARNm de interés, se utilizó la técnica de 
RT-PCR semicuantitativa. Las PCR se realizaron utilizando como molde ADNc de A. 
thaliana (obtenido según el epígrafe anterior) y diferentes cebadores según el 
fragmento que se quisiera amplificar. Las reacciones se realizaron en un volumen 
final de 20 μL conteniendo 1 U de la polimerasa de ADN Netzyme (Fermentas), 
tampón de reacción (Tris-HCL 75 mM pH 9 / KCL 5 mM / (NH4)2SO4 20 mM / 
MgCl2 2 mM / BSA 0,0001 % (p/v)), dNTPs 200 mM (Fermentas), oligonucleótidos a 
concentraciones de 0,4 μM , y 3 μL de ADNc. Los programas de amplificación 
constaron de 26-31 ciclos, según el juego de cebadores (ver tabla 2), cada ciclo 
constó de 30 seg. a 95 
o
C (desnaturalización), 30 seg a 55-65 
o
C (hibridación), y 1 
min/kpb a 72 
o
C (extensión). Las temperaturas de hibridación utilizadas variaron 
según el par de cebadores, en función de las Tm de éstos (tabla 2). En todos los 
casos se comenzó la reacción en caliente. Se utilizó una máquina Programmable 
Thermal Controller PTC-100 (MJ Research Inc). Los fragmentos de ADN amplificados 
por PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2 % teñidos con 
bromuro de etidio (Sambrook & Russell, 2001). 
 
GEN CEBADOR SECUENCIA DE 5´A 3 Nº CICLOS 
PR1    
AT2G1414610 
directo ATGAATTTTACTGGCTATTC 
26 
reverso AACCCACATGTTCACGGCGGA 
PR2   
AT3G57260 
directo GCTTCCTTCTTCAACCCCACA 
28 
reverso CTGAACCTTCCTTGAGACGGA 
PDF1.2  † 
AT5G4442 
directo ATGGCTAAGTTTGCTTCCAT 
36 
reverso ACATGGGACGTAACAGATAC 
NRPD2 (exón1) 
AT3G23780 
directo CATCGTGCCAGCTTTAAGCAATC 
31 
reverso AGCCCGTGTTCAATGAAGTAGTTG 
NRPD2 (exón3) 
AT3G23780 
directo GATGCTAGATATCCGCACCCC 
33 
reverso CAGCTCTTCCATTCCACAAGC 
GUS 
directo CCGGGTGAAGGTTATCTCTATG 
31 
reverso CGAAACCAATGCCTAAAGAGAG 
eEF1a  
AT5G60390 
directo GCACAAGTCATTGATGCCCCA 
22 
reverso CCTCAAGAAGAGTTGGTCCCT 
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UBC  
AT5G25760 
directo ATGCAGGCATCAAGAGCGCGACTG 
26 
reverso GAATTGAACCCTCTCACATCACCAG 
 
 
 
Tabla 2: Cebadores utilizados en las PCR semicuantitativas. 
En cada fila se indica el gen a ser amplificado, las secuencias de los cebadores utilizados para su 
amplificación y el número de ciclos de amplificación necesarios.  
†Extraído de (Penninckx et al., 1996).  
 
5.- ANÁLISIS DEL GRADO DE METILACIÓN DE ADN GENÓMICO:  
 
5.1.- PREPARACIÓN DEL ADN GENÓMICO: 
 
Los ensayos para el estudio del grado de  metilación de citosinas en el ADN 
genómico se realizaron partiendo de material vegetal de plantas adultas con 5 
semanas de crecimiento, o bien en plántulas de 15 días de edad, inoculadas por 
inmersión con la bacteria P.s.t DC3000 en el caso de los estudios del análisis del 
grado de metilación en respuesta al ataque patogénico.   
El ADN genómico se extrajo según lo descrito en el epígrafe primero del apartado 
4.1 (Doyle & Doyle, 1990). El ADN se cuantificó mediante su visualización en geles 
de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio (Sambrook & Russell, 2001) 
utilizando como control ADN del fago λ a una concentración de 100 ng/µL.  
 
5.2.- TRATAMIENTO CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN SENSIBLES A METILACIÓN:  
 
Partiendo de 100 ng del ADN de cada una de las muestras se realizaron digestiones 
con las enzimas HaeIII (Biolabs R0108L) o bien McrBC (Biolabs M0272L). HaeIII 
reconoce la secuencia GGCC estando impedido el corte en dicha secuencia si la 
citosina interna se encuentra metilada, por lo que la enzima corta de forma 
diferencial en regiones metiladas respecto a las no metiladas pudiendo reportar el 
estado de sitios de metilación CHH, CNG y CNN. McrBC reconoce la compleja 
secuencia AGC
m(
N40-80)AGC
m
, y digiere exclusivamente en el caso de que las 
citosinas pertenecientes a su diana se encuentren metiladas. Las digestiones se 
realizaron en un volumen final de 20 µL. Se utilizaron los buffer recomendados por 
las casas comerciales en cada caso (NEBuffer 4 en el caso de HaeIII y NEBuffer 2 en 
el caso de McrBC). En el caso de McrBC fue necesario suplementar la mezcla de 
reacción con BSA para una digestión óptima. Ambas enzimas son activas a 37 
o
C por 
lo que las muestras con la mezcla de digestión se sometió a 3 horas de incubación a 
37
o
C. En paralelo a las muestras tratadas con la enzima se tomó una réplica de cada 
una de las muestras para someterla a un tratamiento similar al anterior 
sustituyendo la enzima por agua con el objetivo de su uso como control.  
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5.3.- AMPLIFICACIÓN POR PCR DE REGIONES DIANA DE METILACIÓN: 
 
Para determinar el grado de metilación  en los distintos mutantes o tratamientos 
de interés, se utilizó la técnica de PCR semicuantitativa tras la digestión enzimática. 
Las PCR se realizaron utilizando como molde ADN tratado según los epígrafes 
anteriores y diferentes cebadores según el fragmento que se quisiera amplificar. 
Las reacciones se realizaron en un volumen final de 15 μL conteniendo 1 U de la 
polimerasa de ADN Netzyme (Fermentas), tampón de reacción (Tris-HCL 75 mM pH 
9 / KCL 5 mM / (NH4)2SO4 20 mM / MgCl2 2 mM / BSA 0,0001 % (p/v)), dNTPs 200 
Μm (Fermentas), oligonucleótidos a concentraciones de 0,4 μM , y 1 μL de ADN 
genómico digerido (o bien control sin digerir). Los programas de amplificación 
constaron de un número variable de ciclos según el juego de cebadores (ver tabla 
3), cada ciclo consistió de 30 seg. a 95 
o
C (desnaturalización), 30 seg a 55-65 
o
C 
(hibridación), y 1 min/kpb a 72 
o
C (extensión). Las temperaturas de hibridación 
utilizadas variaron según el par de cebadores, en función de las Tm de éstos. En 
todos los casos se comenzó la reacción en caliente. Se utilizó una máquina 
Programmable Thermal Controller PTC-100 (MJ Research Inc). Los fragmentos de 
ADN amplificados por PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2-
3 % teñidos con bromuro de etidio (Sambrook & Russell, 2001). 
 
DIANA CEBADOR SECUENCIA DE 5´A 3 Nº CICLOS 
5s 
directo CTCCGCAGTTAAGCGACCTC 
22,25,27 reverso CTACTCTCGCCCAAGCACGCT 
AtSN1 
directo GTTGTATAAGTTTAGTTTTAATTTTACTGGATCTAGTATTAATTT 
28,30,32,35 reverso CAATATACAGATCCAAAAAACAAGTTATTAAAATAATATCTTAA 
PEp5C 
directo ATAGAGTTGAATAAGTAGATATATGAGT 
30,32,35 reverso CCACAAATCATTTTATTAAAATAATCATTT 
ABI5 
directo TTCATTCCCGGGTCAAGCTAT 
28,30,32,35 reverso CCCTTAGCCCTCCCATATCTACT 
 
Tabla 3: Cebadores utilizados en los análisis del grado de metilación. 
En cada fila se indica la región diana de metilación objeto de la amplificación, las secuencias de los 
cebadores utilizados para su amplificación y el número de ciclos de amplificación necesarios.  
 
6.- ACTIVIDAD β-GLUCURONIDASA: 
 
La actividad β-glucuronidasa se detectó in situ. Se infiltró tejido fresco con una 
solución de 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurónido (X-gluc) 0,5 mg/mL / Triton X-
100 0,1 % (v/v) / EDTA 10 mM / K3Fe(CN)6 0,5 mM / K4Fe(CN)6 0,5 mM / tampón 
fosfato 100 mM pH 7,2 / metanol 10 % (v/v) mediante 20 min de vacío hasta una 
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infiltración total. Se incubó toda la noche a 37 ºC y posteriormente se lavó con 
etanol 70 % (v/v). La tinción de hojas enteras se realizó en tubos de 15 mL y la 
tinción de fragmentos de hojas (∼0,3 cm2) se realizó en tubos eppendorf de 1-5 ml 
o bien placas microtiter de 96 pocillos , ambos con un volumen suficiente para 
cubrir el tejido. 
 
7.- ANÁLISIS GENÉTICOS: 
 
Se realizaron análisis genéticos con el fin de detectar alelos mutados en 
poblaciones recombinantes provenientes de cruces entre diferentes genotipos de 
A. thaliana. Los cruces se realizaron según lo descrito por (Weigel & Glazebrook, 
2002). 
 
7.1.- GENOTIPADO DE MUTANTES DE INSERCIÓN DE T-DNA: 
 
Los mutantes por inserción de T-DNA utilizados en este trabajo provienen de las 
colecciones  SALK  (Alonso et al., 2003) y GABI-Kat (Rosso et al., 2003).  La 
detección de las plantas homocigotas para los alelos mutados en cada uno de los 
loci se realizó mediante PCR. En el diseño de las PCR se consideró la posición y 
orientación de cada transgén teniendo como referencia la secuencia flanqueante a 
la inserción de T-DNA provista por la base de datos The Arabidopsis Information 
Resource (Tair). Para determinar la presencia del transgén se realizaron dos clases 
de PCR: - Por cada genotipo se realizó una PCR amplificando con oligonucleótidos 
pertenecientes al gen interrumpido. En el caso de obtener una banda de 
amplificación, dicha fragmento corresponde a una secuencia silvestre (tabla 5).- Los 
alelos con la inserción de T-DNA se detectaron utilizando cebadores específicos del 
borde izquierdo del transgén y uno de los cebadores específicos para cada gen (en 
la tabla 4 se muestran los cebadores del borde izquierdo para ambas colecciones 
de mutantes y en la tabla 5 se indica en la columna de “inserción” la combinación 
de cebadores necesaria para detectar la inserción en cada caso).  Mediante ambos 
tipos de reacciones se seleccionaron mutantes homocigotos en las inserciones para 
cada uno de los genes a estudiar. 
 
  
CEBADOR SECUENCIA DE 5´A 3 
Cebador borde 
izquierdo GABI-KAT 
GABI-8409 
left (GK) 
ATATTGACCATCATACTCATTGC 
Cebador borde 
izquierdo SALK 
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 
 
Tabla 4: Cebadores del borde izquierdo el T-DNA. 
En cada fila se indica el nombre de la colección de T-DNA, el nombre del oligonucleótido  
correspondiente al borde izquierdo de cada uno de los tipos de T-DNA y su secuencia. 
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Tabla 5: Cebadores utilizados en el genotipado de mutantes de inserción de T- 
DNA. En cada fila se indica el gen portador de la inserción, el número de identificación de la línea y la 
colección a la que pertenece, la secuencia de los cebadores capaces de amplificar el gen en ADN 
genómico de plantas silvestres y la combinación de oligonucleótidos requerida para la detección de la 
inserción de T-DNA. 
 
7.2.- GENOTIPADO DE OTROS MUTANTES:  
 
En el caso de determinados mutantes puntuales se diseñaron y analizaron 
marcadores moleculares con el objetivo de poder realizar posteriores análisis 
genéticos. En la tabla 6 se muestran los marcadores moleculares del tipo CAPS 
(Secuencia polimórfica amplificada y cortada), utilizados en el presente trabajo. 
 
 
 
GEN ALELO CEBADOR SECUENCIA DE 5´A 3 INSERCIÓN 
NRPD1 
AT1G63020 
SALK_128428 directo CTCAAGTGACCCGTATTCGAACC Directo+ 
LBb1.3 nrpd1-3 reverso GGACCAGCCAATCAGCCTTC 
NRPD2 
AT3G23780 
SALK_046208 directo CCGTAAGTGAATTCCACCTCCTC LBb1.3+ 
Reverso nrpd2-2 reverso CCAAGGGAGAAAGAAACAAGAAAGA 
NRPE1 
AT2G40030 
SALK_029919 directo CATCATTCTCCTAGCAAACAACATG LBb1.3+ 
Reverso nrpe1-11 reverso GACATTTCTCAGCCGCTTTCTC 
SmB 
AT4G20440 
GABI/kat 
351A01 
directo GAGGTCGAATAATCGGAGGAG GK+ 
Reverso reverso TGTCCCAGGTTGCTAATGAAC 
SmD3 
AT1G76300 
SALK_020988 
directo TGAATCTAATCACCACTCGGC Directo+ 
LBb1.3 reverso TCCTTGAACATTGGAGCATTC 
FIB1 
AT5G52470 
SALK_055572C 
directo GAAGCTTATGCACCTTCGCG LBb1.3+ 
Reverso reverso TGGGTCAAGATAATAATGGGCC 
FIB2 
AT4G25630 
SALK_114637 
directo TTAACATGAGTCTCCACTTCGG Directo+ 
LBb1.3 reverso TTCCACAATCACTTTGCTTCC 
AtCoilin 
AT1G13030
.1 
SALK_049660 
directo CCAGTTTCCTTCTGGAATTCC LBb1.3+ 
Reverso reverso GACTCTCTAACCAAAACCCCG 
AtCoilin 
AT1G13030
.1 
GABI/kat 
233H02 
directo TGCTTTTGTGGATTGCAGGTC Directo+ 
GK 
ncb4 reverso GAAACTGTGAGGAGCCTTGC 
U2B´´ 
AT2G30260 
SALK_072946 
directo AACGGCAGATATACCACCGAATC LBb1.3+ 
Reverso reverso ATTGGTACAGGAAGTTCATGGAGG 
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      Enzima de 
restricción 
Fragmentos 
resultantes 
Mutante Cebador Secuencia de 5´a 3´ Silvestre Mutante 
ncb1 
directo ATCCCTGGAGGTATGCTTCATGG 
PstI 120 + 40 160 
reverso GACCTGCGAACATCGAGCAAGAG 
ncb2 
directo GGAATGGAAACATGACGAAGAAGAAG 
BglII 207 178 + 29 
reverso GCTGGGGGTAGTAAAGACTATAAACAGA 
ocp1 
directo GATTCCATCTGCAGAGAACGTTTC 
MwoI 
584 + 
170 
754 
reverso CTGGTCTGGTCTGCATTTACTCC 
ocp3 
directo GCTTAAAAGACTGGCTTATGCATTG 
TseI 142 + 60 302 
reverso GCTTTGGAGGCGGGTCACGAAG 
 
Tabla 6: Marcadores CAPS utilizados en el genotipado de mutantes puntuales. 
En cada fila se indica el nombre del mutante, los cebadores utilizados en la amplificación de la región 
alterada, la endonucleasa de restricción capaz de cortar diferencialmente en el fragmento amplificado y 
los fragmentos que rinde la digestión en los genotipos mutante y silvestre. 
 
7.3.- ESTUDIO DE DOMINANCIA DE LA MUTACIÓN ocp1: 
 
En primer lugar se evaluó el fenotipo característico del mutante ocp1 mediante un 
análisis de su actividad  GUS constitutiva. Para  el estudio de la dominancia se llevó 
a cabo un análisis de segregación, realizando un cruce entre ocp1 y la línea parental 
5.2 (transgénica PEp5C:GUS -Coego et al., 2005a-) según (Weigel & Glazebrook, 
2002). Se estudiaron las poblaciónes F1 y F2 obtenidas en dichos cruces mediante 
actividad GUS (ver 6). Con la población F2 se realizó un estudio de segregación 
mendeliana, considerando homocigota a toda planta cuya tinción constitutiva con 
el cromógeno X-gluc fuera igual al parental ocp1. 
 
8.- CARTOGRAFIADO DE ocp1: 
 
Con el objetivo de localizar en el genoma de A. thaliana la lesión genética portada 
por ocp1, se cruzó dicho mutante (Col-0) con plantas del ecotipo Ler, según (Weigel 
& Glazebrook, 2002). En la población F2 recombinante obtenida se seleccionaron 
las plantas homocigotas para la mutación ocp1. El criterio de selección fue una 
tinción constitutiva intensa con el cromógeno X-gluc (ver 6). De cada una de las 
plantas se tomaron muestras correspondientes a dos hojas de roseta. En los casos 
de una tinción histoquímica GUS positiva se realizó una réplica (de nuevo dos hojas 
por planta), con el objetivo de confirmar el fenotipo observado. En cada una de las 
réplicas se incluyeron como controles de tinción una  muestra del mutante ocp1 en 
homocigosis, el parental 5.2 (PEp5C:GUS) como control de plantas portadoras de la 
construcción delatora y tinción negativa (en condiciones no inductoras), e 
individuos Ler como control negativo de la tinción. Se comprobó la segregación 
  
161 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 161 
mendeliana del fenotipo. En las plantas homocigotas seleccionadas se estudiaron 
los procesos de recombinación mediante el uso de marcadores del tipo Single 
Sequence Length Polymorphism (SSLP, polimorfismos de longitud en secuencias 
discretas) que se muestran en la tabla 7 siguiendo el protocolo de (Bell & Ecker, 
1994). Se extrajo el ADN de todas las plantas homocigotas para ocp1 y se realizaron 
las PCR con los marcadores SSLP. Los productos de amplificación se analizaron en 
geles de agarosa de alta resolución al 3 % teñido con bromuro de etidio.  
 
Marcador Cebador Secuencia de 5´a 3´ cM 
Fragmento 
amplificado 
(pb) 
Col-0 Ler 
CROMOSOMA I 
A16/17  
(nga248) 
directo TCTGTATCTCGGTGAATTCTCC 
40,06 143 129 
reverso TACCGAACCAAAACACAAAGG 
PV41/42 
(CIW1) 
directo ACATTTTCTCAATCCTTACTC 
75 159 135 
reverso GAGAGCTTCTTTATTTGTGAT 
A08/09 
(nga111) 
directo CTCCAGTTGGAAGCTAAAGGG 
111,4 128 162 
reverso TGTTTTTTAGGACAAATGGCG 
CROMOSOMA II 
PVID13/14 
(mi310) 
directo GGCCCAAGAAGCCCACAACAC 
18,6 123 113 
reverso ACTTCATCACTTGCGGGACTG  
PVID09/10 
(mi148) 
directo CCACATATTGTTGAATCTGC 
36 178 165 
reverso GAAACTACACACAAATCATG 
PVID87/88 
(T1D16) 
directo AGGAGAAATTTGATCATTGC 
48,8 251 236 
reverso TGTCAACTTAACTCTAATTC 
PV03/04 
(er) 
directo CGCTACGCTTTTCGGTAAAG 
50,65 191 199 
reverso GCACAGTCCAAGTCACAACC 
PVID61/62 
(F11F19) 
directo AGTGGATGCAGCAGAGTTAG 
67,5 292 280 
reverso CTTGAAAAAGACTTGAGATG 
CROMOSOMA III 
A52/53 
(nga172) 
directo CATCCGAATGCCATTGTTC 
6,91 162 136 
reverso AGCTGCTTCCTTATAGCGTCC 
A50/51 
(nga126) 
directo CAAGAGCAATATCAAGAGCAGC 
16,35 119 147 
reverso GAAAAAACGCTACTTTCGTGG 
A40/41 
directo GTTTGATTTTTTTCTTTCGTTTCTAAAT 
19,1 137 127 
reverso CTGTAAAGAGTTTTGGATCCAAGTG 
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A46/47 
(nga162) 
directo CTCTGTCACTCTTTTCCTCTGG 
20,56 107 89 
reverso CATGCAATTTGCATCTGAGG  
A07/08 
(AthGAPab) 
directo ATCGATTTGGTGGCAGAAAC 
43,77 142 150 
reverso CAGCTCGTTACAGGCGCTAC 
A42/43 
(nga112) 
directo CTCTCCACCTCCTCCAGTACC 
87,88 197 189 
reverso  TAATCACGTGTATGCAGCTGC 
CROMOSOMA IV 
PV53/54 
directo CATTAAAATCACCGCCAAAAA 
14 194 165 
reverso TTTTGTTACATCGAACCACACA  
A62/63 
(nga12) 
directo TGATGCTCTCTGAAACAAGAGC 
22,92 247 234 
reverso AATGTTGTCCTCCCCTCCTC 
PVID19/20 
directo CCAGAGATTGCTCCAATTTG 
50,03 139 116 
reverso AACCGAGAACTCTCCTACTC 
PVID35/36 
(F22K18) 
directo GAGTAGAGAGTAATTATAAG 
76 230 246 
reverso GATTGATGAGTTCAACGGCG 
PV13/14 
(nga1107) 
directo CGACGAATCGACAGAATTAGG 
104,7 150 140 
reverso GCGAAAAAACAAAAAAATCCA 
CROMOSOMA V 
PV59/60 
(MHFD) 
directo AAAAACCCAAACTTTCTATTTATAC 
18.3 124 114 
reverso ACTTCGCTTCAAGTAAAGAGG  
PV45/46 
(AtSO262) 
directo ATCATCTGCCCATGGTTTTT 
65,2 145 159 
reverso TTGCTTTTTGGTTATATTCGGA 
PVID23/24 
directo CTCTGTCTCCTCTCTCTCTC 
90 230 205 
reverso CCAGAACTGGACTTCGATTC 
 
Tabla 7: Marcadores SSLP utilizados en el cartografiado genético de baja 
resolución del mutante ocp1.  
En cada fila se indica el nombre del marcador, la secuencia de los cebadores utilizados para la 
amplificación por PCR de la región polimórfica, su ubicación expresada como distancia genética (cM) y el 
tamaño de los fragmentos amplificados en los fondos genéticos Col-0 y Ler. 
 
Cuando el entorno de recombinación cercano a la mutación ocp1 fue menor que la 
distancia ente los marcadores disponibles se enviaron las muestras de los 
individuos recombinantes al Servicio de Cartografiado de la Universidad Miguel 
Hernández (Elche, Alicante, España). En dicho servicio se corroboró el intervalo y se 
analizaron 13 nuevos marcadores en el interior del intervalo delimitado con 
anterioridad (nga126, MYF24, AthMHC9.1, AthMSD21.1, AthMWI23.1, CER455355, 
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CER454777, CER456068, CER456621, AthGAPab, T32N15, F28P10 y nga6). Tras 
delimitar el intervalo entre los marcadores  CER455355 y CER454777, fueron 
diseñados nuevos marcadores de SSLP que posibilitaron detectar recombinaciones 
más cercanas a la mutación (ver tabla 8).  
 
Marcador Cebador SECUENCIA DE 5´A 3 
Posición en 
mapa físico 
Fragmento 
amplificado (pb) 
Col-0 Ler 
CER455355 
directo GATGACGAAATGTTTTGCAATCT 
90349 235 134 
reverso GTCCCAAATCGAATGAGATTTTG 
CER455356 
directo ACAGAGGCGATCAGTGATCTG 
90349 253 308 
reverso GACAATGCAATCAGTAATCACC 
CER457821 
directo GCATTCTCTTCCGAGGGATTT 
71178 134 124 
reverso CTAACCCACCTCCTTTCTTATC 
CER457822 
directo AAAATGGGTATGGTTTGACAG 
71178 182 223 
reverso CCCAACTGAGCCAAGAACCTT 
CER457824 
directo GCAATTTTCATATTCGTTACAAG 
71178 120 132 
reverso GACGAAAAGGATCATAACAAAATT 
Dcapf1403 
directo CAGCGAGAAAACACACAAATCAA 
867881 
187 
(HphI) 
70+110 
(HphI) reverso CAAAATCGTATCTCTCTCGAATCG 
CER454777 
directo GACAATGTGAGGACAAAAGCAGAG 
80393 196 226 
reverso TGACTATTATACGGATTAAGGTTG 
 
Tabla 8: Marcadores SSLP y DCAPF utilizados en el cartografiado genético de alta 
resolución del mutante ocp1. 
En cada fila se indica el nombre del marcador, la secuencia de los cebadores utilizados para la 
amplificación por PCR de la región polimórfica, su ubicación expresada como distancia en el mapa físico 
y el tamaño de los fragmentos amplificados en los fondos genéticos Col-0 y Ler. En el caso del marcador 
Dcapf1403 se indica la enzima de restricción con corte diferencial en ambos genotipos y los fragmentos 
obtenidos para cada uno de ellos. 
 
El fenotipo de toda planta que mostró tener un punto de recombinación entre Col-
0 y Ler cercano a la mutación ocp1 se corroboró en la descendencia (F3). Tras 
acotar el intervalo a 36 Kpb se dio paso a la secuenciación siguiendo un criterio de 
gen candidato. Se diseñaron 4 parejas de cebadores para la secuenciación del 
promotor del gen NRPD2 y 12 parejas para la región codificante del mismo gen (ver 
tabla 9). 
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NOMBRE CEBADOR SECUENCIA DE 5´A 3 
Promotor 
NRPD2.1 
directo GTAGTTGTAGGAGTTGAGCTGATGAC 
reverso TGACTGCTTCGCTTATCCACTG 
Promotor 
NRPD2.2 
directo ACCGAATCATTCTCCATAACATATTC 
reverso GGTAGACATTGTGTTGAAATAGTTTGTTG 
Promotor 
NRPD2.3 
directo GGTTTTTACATCTAATTCGATTTGGTTG 
reverso GATGATTATTTCTAAACTGTAGGAGCAAC 
Promotor 
NRPD2.4 
directo GTTGCTCCTACAGTTTAGAAATAATCATC 
reverso AAGCTCCGAGAGACGTTGAAG 
NRPD2.1 
directo GACATTGACTTTGATCCTTGCAGAG 
reverso TCGTACAGTGTGTTTTGAGGTATGC 
NRPD2.2 
directo CAGCGAATGCAAATAAGGAACC 
reverso CAATCCTTTGGTGAGATGCTTG 
NRPD2.4 
directo CTCAAACTAAAGCACAGTGAGGCAG 
reverso GATGTTGACATACACTGAGGTTCCTG 
NRPD2.5 
directo CCGTTTTATGGATTGCTGACAAAC 
reverso GATGATTTTGTCTGCTCCCAATC 
NRPD2.6 
directo GTCAAATCATCTGTCCCAGAGCC 
reverso GCAAAACAAGCGAGAAAGGGAAAG 
NRPD2.7 
directo GATGCACCCTTATCTCCCTCTCC 
reverso CCTTTCTGGCTTGACCATGAGG 
NRPD2.8 
directo CCAAATGGATAATCTCAAGAGTTC 
reverso CTTTTCGCTGTGGGAACAATG 
NRPD2.9 
directo GATTCCATCTGCAGAGAACGTTTC 
reverso CTGGTCTGGTCTGCATTTACTCC 
NRPD2.10 
directo GCGTTCTGGCCATTGAACAGC 
reverso GGAGACTGGGTTGGATTATGTGC 
NRPD2.12 
directo TGGTAATGAATCAGGACTCAAGAATC 
reverso CCTTCTAGGCAAACACCAGGTC 
NRPD2.13 
directo ACGGGTTAGTTCAGTCATCAGTG 
reverso GTTAGAGGATTGATGCTGTGAGC 
NRPD2.14 
directo TGTTCCTCATCCCTTCTCATTTCTC 
reverso GTGATCGAGAGGACTCCAAGCAG 
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Tabla 9: Cebadores utilizados en la secuenciación del gen NRPD2 para la 
localización de la lesión genética que porta el mutante ocp1. 
En cada fila se indica el nombre del fragmento a amplificar y la secuencia de los cebadores utilizados en 
la amplificación. Los cebadores fueron diseñados para amplificar fragmentos solapantes con el objetivo 
de obtener los mejores resultados en la secuenciación. 
 
9.- ESTUDIO DE ALELISMO ENTRE LOS MUTANTES ocp1 y nrpd2-2: 
 
Se realizó un test de alelismo con el fin de establecer una relación genética entre 
los alelos ocp1 y nrpd2-2. Para ello se realizaron cruces  entre los mutantes en 
ambos sentidos, así como cruces entre cada uno de ellos y la línea parental 5.2 
(PEp5C:GUS); según lo descrito por (Weigel & Glazebrook, 2002). Tras ello se 
analizaron las segregaciones en los individuos descendientes de todos los cruces 
tanto en F1 como F2.  
 
10.- INMUNOLOCALIZACIÓN DE PROTEÍNAS NUCLEARES: 
 
Se realizaron inmunolocalizaciones de proteínas nucleares en diversos fondos 
genéticos: cMyc-AGO4, ncb1, ago4-1, Ler y Col-0. La línea cMyc-AGO4 y el mutante 
ago4-1 fueron cedidos amablemente por S.E. Jacobsen (UCLA, L.A. USA). Y se 
llevaron a cabo en el laboratorio de O. Pontes (Washington University; S. L., USA). 
 
10.1.- EXTRACCIÓN Y FIJACIÓN DE NÚCLEOS: 
 
En primer lugar se procedió a la extracción y fijación de núcleos realizado según 
(Schwarzacher & Mosgoeller, 2000). Para ello se tomaron muestras vegetales 
consistentes en 500 mg de tejido fresco. Toda la extracción se realizó en frío. Se 
coloca el tejido sobre una placa petri y se añaden 500 µL de tampón LB01 (Tris-HCl 
15 mM pH 7,5/ Na-EDTA 2 mM/ Spermine-4 HCl 0,5 mM /KCl 80 mM/ NaCl 20 mM/ 
Triton X-100 0,1%). Se tritura el tejido homogenizándolo con el tampón mediante el 
uso de una cuchilla durante 10 minutos. Se recolecta  el homogenizado en un tubo 
eppendorf y se fijan las proteínas mediante formaldehido 4% durante 20 minutos 
en frío. Se filtra el homogenizado a través de filtros de gasas de 100 y 50 µM de 
poro. Tras el filtrado se centrifugan y lavan los núcleos (3 minutos a 2500 rpm en 
frío) sucesivas veces, y se resuspenden en 50 µL de tampón LB01.  
 
10.2.- PREPARACIONES DE NÚCLEOS PARA MICROSCOPÍA: 
 
Tomando muestras de núcleos obtenidas del modo mencionado con anterioridad 
se aplican 5 µL de las muestras de núcleos por portaobjetos con la ayuda de otros 5 
µL de tampón de reparto (Tris-HCl 100mM pH 7,5/ KCl 50 mM/MgCl2 2 mM/ Tween 
20 0,05%/ Sacarosa 5%) y mediante una pipeta. Se deja secar al aire 1,5 horas y se 
almacenan a 4 
o
C. 
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10.3.- INMUNOTINCIONES DE PROTEÍNAS NUCLEARES: 
 
Se fijaron de nuevo las preparaciones con formaldehido al 4% durante 30 minutos y 
se lavaron con posterioridad 3 veces consecutivas con tampón PBS (NaCl 128 mM/ 
KCl 2 mM/ Na2HPO4 8 mM/ KH2PO4 2mM) pH 7,4 suplementado con Triton-X 0,1% 
para permeabilizar las muestras. Con posterioridad se bloquearon las 
preparaciones con 200 µL de solución de bloqueo (PBS suplementado con Triton-X 
0, 1% y BSA 1%) en cámaras de alta humedad durante 30 minutos. Se añadió el 
anticuerpo primario preparado en solución de bloqueo y se incubó toda la noche. 
Después se lavan de nuevo las preparaciones, en esta ocasión con PBS y se 
bloquean de nuevo en cámaras de alta humedad durante 30 minutos. Se añadió el 
anticuerpo secundario  preparado en PBS suplementado con Triton-X 0,1% y se 
incubaron las preparaciones durante al menos 2 horas a 37 
o
C. Finalmente se lavan 
las preparaciones 3 veces durante 10 minutos con PBS con el objetivo de eliminar 
el exceso de anticuerpo y se procedió con la tinción de cromatina DAPI. La tinción 
de cromatina se realizó con DAPI en tampón antiapagamiento (Vector Laboratories) 
y fueron examinadas utilizando un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 
E600. Se captaron las imágenes mediante una cámara digital Q-Imaging Retiga EX y 
fueron procesadas por Photoshop. 
 
Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: 
  
PRIMARIOS SECUNDARIOS 
Generados 
en ratón 
Anti-Myc Anti 
ratón 
Alexa 488 
Anti-Sm Alexa 594 
Generados 
en conejo 
Anti-Coilin Anti 
conejo 
Alexa 488 
Anti-AGO4  Alexa 594 
 
Tabla 10: Anticuerpos utilizados en las inmunolocalizaciones de proteínas 
nucleolares. 
En las columnas se indica el tipo de anticuerpo primario o secundario. En las filas se indica el origen del 
anticuerpo en el caso de los anticuerpos primarios o bien el origen de la región Fc que es capaz de 
reconocer en el caso de los secundarios. 
  
Una alícuota del anticuerpo Anti-Coilin fue cedido por amablemente por Michael 
Taliansky, y el anticuerpo Anti-AGO4 por O. Pontes. Se utilizaron así mismo los 
anticuerpos comerciales Anti-Myc (Sigma), Anti-Sm (Thermo Fisher Scientific), y los 
secundarios Alexa (Invitrogen) unidos a fluoróforos con capacidad de emitir luz a 
diferentes longitudes de onda.   
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